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Verfahren zur mikrobioioglschen Isomerislerung von alpha-Hydroxycarbonsauren 



D,e vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiologischen Isomerislerung von 
alpha-Hydroxycarbonsauren unter Verwendung einer alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase 
dm zu d.esem Verfahren verwendeten Enzyme und Mikroorganismen, welche eine geeignete 
Racemase-Aktivitat exprimieren, ein Screening-Verfahren for Mikroorganismen mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat, die for dieses Enzym codierenden Nukleinsaure- 
sequenzen, Expressionsvektoren, rekombinante Mikroorganismen. welche diese Racemase 
exprimieren und Verfahren zur Herstellung bzw. Isolierung eines Proteins mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat. 



Stand der Teghnik: 



Aus dem Stand der Technik bekannt sind sogenannte mikrobielle Mandelat Racemasen 

welche in vitro oder in vivo in der Lage sind, Mandelsaure zu racemisieren (G L Kenyon 

J.A. Gerit, G.A. Petsko und J.W. Kozarich, ..Mandelate Racemase: Structure-Function Stu- 

d.es of a Pseudosymmetric Enzyme". Accts. Chem. Res.. 28. 178-186 (1995)- R Li V M 

Powers, J.W. Kozarich und G.L. Kenyon. "Racemization of Vinylg.ycolate Catalyzed by 
Man d e, ate Racema ^ ± Qrg Cnem 6Q ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

J.W. Kozarich. J.A. Gerlt. J.R. Ciifton und G.L Kenyon. "Mechanism of the Reaction 
Catalyzed by Mandelate Racemase: The Structure and Mechanistic Properties of the D270N 
Mutant", Biochemistry. 35. 5662-5669 (1996)). 

Zugleich besteht ein grower Bedarf an der einfachen Herstellung chiraler, nicht-racemischer 
Substanzen. beispielsweise fQr die Wirkstoffproduktion in der pharmazeutischen Industrie 
D.e enzymkatalysierte Racemisierung einer stereoisomeren Form einer Verbindung unter' 
B.ldung des gewunschten Enantiomers wOrde einen geeigneten Weg zur Herstellung des 
gewunschten chiralen. nicht-racemischen Materials darstellen. Die bisher bekannten Race- 
masen sind jedoch durch hohe Substratspezifitat gekennzeichnet. So eignet sich die Mande- 
lat Racemase ledig.ich zur biokata.ytischen Racemisierung von beta.gamma-ungesattigten 
alpha-Hydroxysauren. Gesattigte alpha-Hydroxycarbonsauren werden nicht akzeptiert (vol 
Felfer. U. et al„ J. Mol. Catal. B: Enzymatic 15. 213 (2001)). 
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Es besteht daher ein Bedarf an Enzymen mit Racemase-Aktivitat, welche ein anderes bzw. 
erweitertes Substratspektrum in Vergleich zu bekannten Racemasen besitzen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung von Mikroorganismen und 
Enzympraparaten, welche eine neuartige Racemase-Aktivitat aufweisen, sowie die Bereit- 
stellung von Verfahren zur Racemisierung stereoisomerer chemischer Verbindungen unter 
Verwendung dieser Enzyme bzw. Mikroorganismen. 

Oberraschenderweise wurde vorliegende Aufgabe gelost durch Bereitstellung eines Verfah- 
rens zur mikrobiologischen Isomerisierung von alpha-Hydroxycarbonsauren unter Verwen- 
dung eines Enzyms mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat. 

15 Ein erster Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiologischen Isomerisie- 
rung von alpha-Hydroxycarbonsauren der Formel I 

HO, H 

R-^0 2 H (l) 

20 worin 

R fur geradkettiges Oder verzweigtes Niedrigalkyl oder Niedrigalkenyl. vorzugsweise Ca-Ce 
Alkyl, oder -(CH 2 ) n -Cyc steht, worin n fur einen ganzzahligen Wert von 0 bis 4, vorzugswei- 
se 1, 2 oder 3, steht und Cyc fur einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach substituierten, ein- 
oder zweikernigen carbo- oder heterocyclischen Ring, wie z.B. einen gegebenenfalls substi- 
25 tuierten aromatischen oder heteroaromatischen Ring, vorzugsweise einen gegebenenfalls 
substituierten einkernigen aromatischen Ring steht, 

wobei man ein Substrat, enthaltend im wesentlichen eine erste stereoisomere Form ((R)- 
oder (S)-Form) einer alpha-Hydroxycarbonsaure der Formel (I), mit Hilfe eines Enzyms mit 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat isomerisiert und gegebenenfalls das dabei 
30 gebildete Isomerengemisch ((R)/(S)) oder ein gebildetes zweites Stereoisomer ((S) oder (R)- 
Form) isoliert, oder ein gebildetes zweites Stereoisomer aus dem Reaktionsgleichgewicht 
entfernt. 

Vorzugsweise erfolgt die enzymatische Isomerisierung durch Umsetzung des Substrats mit 
35 gereinigtem Enzym. beispielsweise mit einem Reinheitsgrad von >50%, wie z.B. >80 % oder 
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>90%, Oder 90 bis 99% auf Proteinbasis, einern enzymhaltigen Zellextrakt (z.B. Rohextrakt 
nach Zellaufschluss und Entfernung von Zellfragmenten) oder in Gegenwart ganzer Zellen, 

welche wenigstens ein Enzym mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimie- 
ren, erfolgt. 

Das Enzym mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat ist bevorzugt aus Mikroorga- 
nismen isolierbar, welche Lactat bilden oder metabolisieren, wie z.B. Milchsaure Oder Propi- 
onibakterien. Insbesondere geeignete Quellen sind Bakterien der Gattung Lactobacillus und 
Lactococcus. 

Gemali einer bevorzugten Variante erfolgt die Umsetzung in Gegenwart ganzer Zellen von 
Mikroorganismen der Gattung Lactobacillus, oder ganzer Zellen eines rekombinanten Mikro- 
organismus, welche eine erfindungsgemalie alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat 
exprimieren. 

Bevorzugte Mikroorganismen sind ausgewahlt unter L. paracasei, L delbrueckii, L sakei 
und L. oris, insbesondere unter den Stammen L. paracasei DSM 20207 und DSM 2649, L. 
delbrueckii DSM20074, L sakei DSM 2001 7 und L oris DSM 4864. 

In einer weiteren bevorzugten Verfahrensvariante ist das Enzym eine Lactat-Racemase 
(E.C.5. 1.2.1) mit erweitertem Substratspektrum, d.h. eine Enzym, welche neben (R)- oder 
(S)-Lactat wenigstens eine weitere (R)- oder (S)-alpha-Hydroxycarbonsaure obiger Formel I 
racemisiert. 

Eine erfindungsgemali brauchbare Enzymaktivitat umfasst beispielsweise die Racemisierung 
wenigstens einer Verbindung ausgewahlt unter der (R)- und/oder (S)-Form von Phenyllactat, 

4-Fluorphenyllactat,2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure,2-Hydroxy-4-methylpentancarbonsaure 
und 2-Hydroxy-3-methylbuttersaure. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des obigen Verfahrens wird aus dem gebildeten Iso- 
merengemisch, vorzugsweise nach Isolierung des Gemischs aus dem Reaktionsmedium, 
z.B. durch Chromatographie. das gewiinschte Stereoisomer im Wesentlichen entfemt, z.B. 
durch Chromatographie, chemische oder enzymatische stereoselektive Folgereaktion und 
gegebenenfalls weiterer Abtrennung des Folgeprodukts. und der RQckstand, der im wesent- 
lichen das nicht-gewunschte Stereoisomer enthalt, erneut einer Isomerisierung unterzogen. 
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Dies kann beliebig oft MM werden. bis eine voilsUindige Umsetzung zum gewunsehten 
Stereoisomer bzw. zum gewonschlen Folgeprodukt davon, erreioht ist. 

in einer weiteren bevorzugten Vanante des obigen Verfahrens wird das gebildete isomeren- 
gemlsoh, vorzugsweise nach Isolierung des Gemischs aus dem Reaktlonsmedium z B 
durch Chromalographie. elner ohemischen Oder enzymatlsehen stereoselektiven Folgereak- 
t,on unterzogen und das dabei anfallende Reakdonsgemlsch, welches auch das nlchtumge- 
setzte Isomer der Hydroxycarbonsaure end™, emeu, elner erfindungsgemaSen .somerisle- 
rung unterzieh.. Dies kann beliebig oft wiedemol. werden. bis eine voilsBndige Umsetzung 
zum gewonsohten Stereoisomer, bzw. zum gewOnschten Folgeprodukt davon. erreich, is. 

ir .einer weiteren bevo.ug.en Vanan.e des obigen Verfahrens. wird die Isomertslerungsreek- 
don m,t e.ner ohemisohen Oder enzymatischen. enandoselektiven Folgereaktion koppe!. vor- 
zugswe.se in einer sogenannten .Hn.opfreak.ion". wobei das gewunschte geblldete Stereoi- 
somer der alpha-Hydroxyoarbonsaure sohriftweise Oder kon.inuier.lch aus dem Reaktions- 
gleichgewlcht entfernt wird. 



Bevorzugte ohemlsohe Oder enzymatlsohe, enanUoselektlve Folgereakdonen zum erfin- 
dungsgemaRen Isomerisierungsschritt sind ausgewahl. unter einer Veresterung und einer 

FoTZr' 7 S,6re K 5 0meren ^ ^ °<#»-"»™*°**°™™- Die enandosetekdve 
Folgereak.,on kann msbesondere an einer Carboxyl- Oder Hydroxylgruppe erfolgen. 

Bn weiterer Gegenstand der Erfindung betnfft ein Soreeningverfahren fur Mikroorganismen 
weiche e,n Enzym mi, a,pha-Hyd,oxyoarbon S8 ure.Raoemase.Ak^ t exprfmieren wobe, 
man e.nen M,kroorganlsmus in welohem man die Racemase-Akdvita, vem,utet in Gegenwarf 
ernes Substrats. enthaltend im wesentiichen eine stereoisomers Form einer alpha- 
Hydroxyoarbonsaure der obigen Formel I. kuldviert und das Reaktionsmedium auf Raoemi- 
sierung ,z.B. Abnahme der Menge der elnen und/oder Z unahme der anderen stereoisome- 
ren Form) des Substrats untersucht. 

Das emndungsgemaBe Soreeningverfahren is. nioh, auf spezielie Mikroorgansimen be- 

sohrankt Es kann grundsatziich mi, a,.en bekannten eu- und prokaryotlsohen Mlkrorganis- 
men. „ enscnen ^ pflan2|l0hen ^ ^ ^ ^ 

M roorgan,smen. we.ohe Lacta, bilden Oder me,abo,,sieren. wie z.B. Miichsaure Oder Prop,- 
on,bak.enen. Insbesondere geeignete Queilen sind Bakterien der Gattung Lactone*,* 
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Bevorzugt werden solche Mikroorganismen gescreent, welche das im wesentlichen stereoi- 
somere Substrat zu 1 bis 100%, vorzugsweise zu 20 bis 100%, insbesondere 50 bis 100 % 
Oder 80 bis 100% racemisieren (Razemisierung (%) = 2R/(R+S) x 100; R = Konzentration R- 
Form; S = Konzentration S-Form). Geeignete Umsatze liegen dabei im Bereich von 1 bis 50 
%, vorzugsweise 5 bis 50%. insbesondere 15 bis 50 % oder 30 bis 50 % (Umsatz (%) = 
R/(R+S)x100. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemasen, wel- 
che zur Racemisierung/lsomerisierung wenigstens einer Verbindung der obigen Formel I 
befahigt sind, erhaitlich durch Kultivierung eines in einem Screeningverfahren gemali obiger 
Definition positiv auf Racemase-Aktivitat getesteten Mikroorganismus und Isolierung der al- 
pha-Hydroxycarbonsaure-Racemase aus der Kultur. 

Bevorzugt sind insbesondere solche alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemasen, welche we- 
nigstens eine alpha-Hydroxycarbonsaure der obigen Formel I zu 1 bis 100%, vorzugsweise 
20 bis 1 00 %, insbesondere 50 bis 1 00 % racemisieren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Nukleinsauresequenzen, kodierend fGr we- 
nigstens eine alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase nach obiger Definition. 

Die Erfindung betrifft aulierdem Expressionsvektoren, enthaltend wenigstens eine kodieren- 
de Nukleinsauresequenz for eine alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase, operativ verknupft 
mit wenigsten einer regulativen Nukleinsauresequenz. 

Gegenstand der Erfindung sind auch rekombinante prokaryotische oder eukaryotische Mik- 
roorganismen, enthaltend wenigstens eine Nukleinsauresequenz gemali obiger Definition 
oder wenigstens einen Expressionsvektor gemali obiger Definition. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins 
m.t alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat, wobei man einen rekombinanten Mikro- 
organismus nach obiger Definition, der ein Enzym mit der gewOnschten Racemase-Aktivitat 
expnmiert, kultiviert und das Protein aus der Kultur isoliert. 

Schlielilich betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Isolierung eines Proteins mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat. wobei man einen positiv auf Racemase-Aktivitat 
getesteten nicht-rekombinanten Mikroorganismus gemali obiger Definition, insbesondere der 
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Gattung Lactobacillus, aufschlielit, Zellwandfragmente abtrennt und das Protein mit der oe 
wiinschten Enzymaktivitat isoliert. 



5 Petailliertc Beschrgjbung der ErflnH..n T 
A. Allgemeine Begriffe und Definitionen 

Werden keine andere Angaben gemacht, so gelten folgende allgemeine Bedeutungen: 



VerbTndulg ^ ^ aqUim °' are MiSChUn96n ^ EnanUomere «™ optisch aktiven 

Racemisierung" bzw. Jsomerisierung" erfolgt emndungsgema* am alpha-Kohlenstoffatom 
15 der Hydroxycarbonsaure. 

-Halogen" stehl for Fluor. Chlor. Brom Oder Jod. insbesondere Fluor Oder Chlor. 
.Niedrigalkyr stent bevorzugt for geradkettige Oder verzweigte Alkylreete mi. 2 bis 8 

Err? I 6 C " A,0men ' * ' "* "• Pr0Pyl ' K S6C - 0tter tert- "Butyl, „- 
Pentyl Oder 2-Methyl-Butyl. n-Hexyl, 2-Methyl-pentyl, 3-Methyl-pentyl. 2-Ethyl-butyl. 

.Nieddgaikenyr s«eh,«rd,e eln- Oder mehrfach. vorzugsweise einfaoh ungesa,«g«en Analo- 

25 r ,H T ky ' re8to m " 2 WS $ ' lnSbeS ° ndere 2 blS 6 Kohl — -be, die 

25 Doppelbmdung ,n beliebiger Position der Kohlenetoftkette liegen kann 



ntl, h , r r en ° dSr vo-ugsweise ein- Oder zweikernigen. gegebe- 

nenfaii, subsWu.er.en an^atisehen Res., insbesondere ,0r Phenyl Oder ,0r ein Ober eine 
be„eb,ge Reposition gebundenes Naphthyi. wie ,. Oder 2-Naphthyl. Dlese Aryireste kbn- 
30 nen gegebenenfalis 1 Oder 2 gieicha Oder versohiedene Substi.uen.en .ragen ausge JTh» 
unter Hafcgen. Nleddgalkyi. Niedngalkoxy gema, oblger Definition Oder TnnuoZT 

B. Racemlsierbare alpha-Hydroxycarbonsauren 
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galkeny, oder KCHA-Cyc steht. worin n «, einen ganzzahligen Wert von 0 bis 4 steht und 
Cyc fur e,nen gegebenenfalls ein- oder mehrfach substituienen, eln- oder zweikemigen car- 

UTr* 8 " R '" 9 S,eW ' "~ VerbWu "^ ™™ I" enan,iome,en,e,ne, 
Form. d.h. ate R- Oder S-Enantiome, ode, a,s nicht-racamisches Gemisch dar beidan Enan,,. 
omere erfindungsgemaB racemisiert warden. 

snZTTlT^- VemeMete " ^^"^fonsauren der Forme, , sind 

an s en bekannte Verb,ndungen und unter Anwendung allgemein bekannte, organiseher 
Syntheseverfahren zugiSnglich. yaniscner 

Ate Beispiele for carbo- und heterocyciis^e Gtuppen Cy= slnd insbesondere ein- Oder zwei- 
kemigen vorzugsweise einkemlge. Gruppen ml. bis zu 4. wie z.B. o. , oder 2 gleichen Oder 
ve^edenen Ring-Heteroa.omen. ausgewahl, unter O, N und S sind zu nennen 

Dlase «*o. Oder heterocyclischen Ringe umfassan insbesondere 3 bis 12. vorzugsweise 4 
Oder 6 R,ng-Koh te ns,o,fa,omen. A b Beispieia kbnnen ganann, warden Cyoiop^y, 

£L ?Z Cyclohexyl ' cyclohept * die ein - oder — «■* £2T 

ctlhe d Tr^' Cyd0Pen,enyl ' «**P-W Cyciohexeny., Cyciohepteny 
Cyeiohexadienyi. Cyclohepladienyi. und Phenyl; sow* 5- bis 7-giiedrige gesahigle ode, ein 
der mehrfach ungesaHgte haterocyciische Reste mi, , bis 4 Hate roll. Sj^Zt 

ZZ ™ ?< s ; lnsbeson<,ere s,nd 2U rennen hetero ~ e — - 

Oxazol, Thiazol, Pyndm. Pyran. Pyrimidin, Pyridazin und Pyrazin. 

Weitemin sind zu nennen zweikemige Rests, bei welchan einer da, oban e W ahn.en Ca^o- 
z.B. Resle abgelertet von Cumaron, Indol. Chinolin und Naphthalin. 

ZT^ V , C k0n " en d3bei ^ 6ine be " ebi9e Rin9POSi,ion ' «™g— "bar am Ring. 
Kohlenstoffatom, gebunden sein. 9 

Beispiele ,0, geeigne. Cyc-Reste sind Phenyl. Naphihyl. 2-Thienyl, 3-Thienyl- 2-Fu,anvl 3 

3- E ,hy,-2-.hiany,. Z-MelhyW-lhlenyl. 4-P,opy,.3-1hieny,. 5 -n-Bu 1yF2-1hlenyl 

* «lmTr 3 «' hienrt 4-Bmm.3.«enyl. 
lod-3-lh.enyl, 4-Fluo,.2-lh,enyl. 2-Brom-3-thienyl. und 4-Chlor-2-thienyl. 
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Die Reste Cyc k6nnen weiterhin ein- oder mehrfach, wie z.B. ein- oder zweifach, substituiert 
sein. Vorzugsweise sitzen die Substituenten an einem Ring-Kohlenstoffatom. Beispiele fur 
geeignete Substituenten sind Halogen, Niedrigalkyl, Niedrigalkenyl, Niedrigalkoxy, -OH, -SH, 
5 -N0 2 oder NR 2 R 3 , wobei R 2 und R 3 unabhangig voneinander fOr H, Methyl oder Ethyl stehen. 
Bevorzugte Substituenten sind Halogenreste. 

Eine weitere bevorzugte Gruppe von Cyc-Resten sind Aryl-Reste gemafi obiger Definition. 

10 C. Enzyme mit al p h a-Hy d roxy c ar bo ns3u re -Racemase- Aktivitat 

Die erfindungsgemalien Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat sind 
insbesondere aus Mikroorganismen der Gattung Lactobacillus zuganglich. 

15 Bevorzugte Enzyme sind aus den Lacfo6ac/7/us-Stammen L paracasei DSM 20207 (DSM 
15755) und DSM 2649 (DSM 15751), L delbrueckii DSM20074 (DSM 15754), L sakei DSM 
20017 (DSM 15753 und L oris DSM 4864 (DSM 15752) isolierbar. Diese sind bei der DSM 
(Deutsche Stammsammlung fur Zellkulturen und Mikroorganismen) erhaitlich. 

20 Die Enzyme sind unter Anwendung ublicher praparativer biochemischer Methoden aus Zell- 
kulturen isolierbar. Aus den isolierten Enzymen lassen sich dann in herkcimmlicher Weise, z. 
B. durch Peptidfragmentierung und N-terminale Sequenzierung, erste Aminosauresequenz- 
informationen ableiten. 

25 ErfindungsgemaR mit umfasst sind ebenfalls M funktionale Aquivalente" der naturlichen, aus 
obigen Organsimen isolierbaren Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat. 

„FunktionaIe Aquivalente M oder Analoga der naturlichen Racemasen sind im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung davon verschiedene Polypeptide, welche weiterhin die gewunschte 

30 biologische Aktivitat, wie z.B. Substratspezifitat, besitzen. So versteht man beispielsweise 
unter Junktionalen Aquivalenten" Enzyme, die wenigstens eine Verbindung ausgewahlt unter 
Phenyllactat, 4-Fluorphenyllactat, 2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure, 2-Hydroxy-4- 
methylpentancarbonsaure, 2-Hydroxy-3-methylbuttersaure racemisieren und die mindestens 
20 %, bevorzugt mindestens 50 %, besonders bevorzugt mindestens 75 %, ganz besonders 

35 bevorzugt mindestens 90 % der Aktivitat eines natOrlichen Racemase-Enzyms aus einem 
der oben genannten Lactobacillus-Stamme oder eine hOhere Aktivitat als diese aufweisen. 
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Funktionale Aquivalente sind aulierdem vorzugsweise von etwa pH 4 bis 10 stabil und besit- 
zen vorteilhaft ein pH-Optimum bei etwa pH 5 bis 8 sowie ein Temperaturoptimum im Be- 
reich von 20°C bis 80°C. 

5 Unter ..funktionalen Aquivalenten" versteht man erfindungsgemaft insbesondere auch Mutan- 
ten, welche in wenigstens einer Sequenzposition der naturlichen Aminosauresequenzen eine 
andere als die natQrliche Aminosaure aufweisen aber trotzdem eine der oben genannten 
biologischen Aktivitaten besitzen. .Funktionale Aquivalente" umfassen somit die durch eine 
Oder mehrere Aminosaure-Additionen, -Substitutionen, -Deletionen und/oder -Inversionen 

10 erhaltlichen Mutanten, wobei die genannten Veranderungen in jeglicher Sequenzposition 
auftreten konnen, solange sie zu einer Mutante mit dem erfindungsgemaften Eigenschafts- 
proHl fuhren. Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch dann gegeben. wenn die Reakti- 
vitatsmuster zwischen Mutante und unverandertem Polypeptid qualitativ Qbereinstimmen, 
d.h. beispielsweise gleiche Substrate mit unterschiedlicher Geschwindigkeit umgesetzt wer- 

15 den. 

-Funktionale Aquivalente" im obigen Sinne sind auch „Prakursoren" der beschriebenen Poly- 
peptide sowie ..funktionale Derivate" und ..Saize" der Polypeptide. 

20 -Prakursoren" sind dabei natQrliche oder synthetische Vorstufen der Polypeptide mit oder 
ohne der gewiinschten biologischen Aktiviat. 

Unter dem Ausdruck „Salze" versteht man sowohl Salze von Carboxylgruppen als auch Sau- 
readditionssalze von Aminogruppen der erfindungsgemaften Proteinmolekiile. Salze von 

25 Carboxylgruppen kdnnen in an sich bekannter Weise hergestellt werden und umfassen an- 
organische Salze. wie zum Beispiel Natrium-. Calcium-. Ammonium-. Eisen- und Zinksalze. 
sowie Salze mit organischen Basen. wie zum Beispiel Aminen. wie Triethanolamin. Arginin. 
Lysin. Piperidin und dergleichen. Saureadditionssalze. wie zum Beispiel Salze mit Mineral- 
sauren. wie Salzsaure oder Schwefelsaure und Salze mit organischen Sauren. wie Essig- 

30 saure und Oxalsaure sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

-Funktionale Derivate" erfindungsgemafter Enzyme kdnnen an funktionellen Aminosaure- 
Seitengruppen oder an deren N- oder C-terminalen Ende mit Hilfe bekannter Techniken e- 
benfalls hergestellt werden. Derartige Derivate umfassen beispielsweise aliphatische Ester 
35 von Carbonsauregruppen. Amide von Carbonsauregruppen, erhaltlich durch Umsetzung mit 
Ammoniak oder mit einem primaren oder sekundaren Amin; N-Acylderivate freier Ami- 
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nogruppen, hergestellt durch Umseteung mit Acylgruppen; Oder O-Acylderivate freier Hydro- 
xygruppen, hergestellt durch Umsetzung mit Acylgruppen. 

"Funktionale Aquivalente" umfassen natOrlich auch Polypeptide welche aus anderen Orga- 
5 nismen zuganglich sind, sowie naturlich vorkommende Varianten. Beispielsweise lassen sich 
durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festlegen und in Anlehnung 
an die konkreten Vorgaben der Erfindung aquivalente Enzyme ermitteln. 

„Funktionale Aquivalente" umfassen ebenfalls Fragmente, vorzugsweise einzelne Domanen 
10 oder Sequenzmotive, der erfindungsgemaden Polypeptide, welche z.B. die gewunschte bio- 
logische Funktion aufweisen. 

„Funktionale Aquivalente" sind aulierdem Fusionsproteine, welche eine der naturlichen Ra- 
cemasesequenzen Oder davon abgeleitete funktionale Aquivalente und wenigstens eine wei- 
15 tere, davon funktionell verschiedene, heterologe Sequenz in funktioneller N- oder C- 

terminaler Verknupfung (d.h. ohne gegenseitigen wesentliche funktionelle Beeintrachtigung 
der Fusionsproteinteile) aufweisen. Nichtlimitierende Beispiele furderartige heterologe Se- 
quenzen sind z.B. Signalpeptide oder Enzyme. 

20 Erfindungsgemafi mit umfasste Junktionale Aquivalente 44 sind Homologe zu den natQrlichen 
Proteinen. Diese besitzen wenigstens 60 %, vorzugsweise wenigstens 75% ins besondere 
wenigsten 85 %, wie z.B. 90%, 95% oder 99%, Homologie zu einer der naturlichen Amino- 
sauresequenzen, berechnet nach dem Algorithmus von Pearson und Lipman, Proc. Natl. 
Acad, Sci. (USA) 85(8), 1988, 2444-2448. Eine prozentuale Homologie eines erfindungsge- 

25 maflen homologen Polypeptids bedeutet insbesondere prozentuale Identitat der Aminosau- 
rereste bezogen auf die Gesamtiange einer der Aminosauresequenzen eines erfindungsge- 
maBen Enzyms oder einer Enzymuntereinheit. 

Im Falle einer mOglichen Proteinglykosylierung umfassen erfindungsgemaiie M funktionale 
30 Aquivalente 44 Proteine des oben bezeichneten Typs in deglykosylierter bzw. glykosylierter 
Form sowie durch Veranderung des Glykosylierungsmusters erhaitliche abgewandelte For- 
men. 

Homologe der erfindungsgemaJien Proteine oder Polypeptide kdnnen durch Mutagenese 
35 erzeugt werden, z.B. durch Punktmutation oder Verkurzung des Proteins. 
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Homologe des erfindungsgemaften Racemasen K6nnen durch Screening kombinatorischer 
Banken von Mutanten, wie z.B. VerkOrzungsmutanten, identifiziert werden. Beispielsweise 
kann eine variegierte Bank von Protein-Varianten durch kombinatorische Mutagenese auf 
Nukleinsaureebene erzeugt werden, wie z.B. durch enzymatisches Ligieren eines Gemi- 
sches synthetischer Oligonukleotide. Es gibt eine Vielzahl von Verfahren. die zur Herstellung 
von Banken potentieller Homologer aus einer degenerierten Oligonukleotidsequenz verwen- 
det werden kOnnen. Die chemische Synthese einer degenerierten Gensequenz kann in ei- 
nem DNA-Syntheseautomaten durchgefiihrt werden, und das synthetische Gen kann dann in 
einen geeigneten Express ionsvektor ligiert werden. Die Verwendung eines degenerierten 
Gensatzes ermoglicht die Bereitstellung samtlicher Sequenzen in einem Gemisch, die den 
gewiinschten Satz an potentiellen Proteinsequenzen kodieren. Verfahren zur Synthese de- 
generierter Oligonukleotide sind dem Fachmann bekannt (z.B. Narang, S.A. (1983) Tetra- 
hedron 39:3; Itakura et al. (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) 
Science 1 98:1 056; Ike et al. (1 983) Nucleic Acids Res. 1 1 :477). 

Im Stand der Technik sind mehrere Techniken zum Screening von Genprodukten kombinato- 
rischer Banken, die durch Punktmutationen Oder Verkurzung hergestellt worden sind, und 
zum Screening von cDNA-Banken auf Genprodukte mit einer ausgewahlten Eigenschaft be- 
kannt. Diese Techniken lassen sich an das schnelle Screening der Genbanken anpassen 
d.e durch kombinatorische Mutagenese erfindungsgemafter Homologer erzeugt worden sind 
D.e am haufigsten verwendeten Techniken zum Screening grolier Genbanken, die einer A- 
nalyse mit hohem Durchsatz unterliegen. umfassen das Klonieren der Genbank in replizier- 
bare Expressionsvektoren, Transformieren der geeigneten Zellen mit der resultierenden Vek- 
torenbank und Exprimieren der kombinatorischen Gene unter Bedingungen, unter denen der 
Nachweis der gewQnschten Aktivitat die Isolation des Vektors, der das Gen kodiert, dessen 
Produkt nachgewiesen wurde, erleichtert. Recursive-Ensemble-Mutagenese (REM) eine 
Technik, die die Haufigkeit funktioneller Mutanten in den Banken vergrofiert, kann in Kombi- 
nat.on mit den Screeningtests verwendet werden, urn Homologe zu identifizieren (Arkin und 
Yourvan (1992) PNAS 89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3) 327- 



D. Kodierende Nukleinsauresequenzen 

Gegenstand der Erfindung sind auch Nukleinsauresequenzen, die fur ein Enzym mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat kodieren. Bevorzugt sind Nukleinsauresequenzen 
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umfassend die von den natQrlichen Aminosauresequenzen der aus obigen Mikroorganismen 
isolierbaren Racemasen abgeleiteten Nukleinsauresequenzen. 

Alto erfindungsgemalien Nukleinsauresequenzen (einzel- und doppelstrangige DNA- und 
RNA-Sequenzen, wie z.B. cDNA und mRNA) sind in an sich bekannter Weise durch chemi- 
sche Synthese aus den Nukleotidbausteinen, wie beispielsweise durch Fragmentkondensa- 
ton einzelner Gberlappender, komplementarer Nukleinsaurebausteine der Doppelhelix her- 
stellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispielsweise, in bekannter 
Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, 
Seiten 896-897) erfolgen. Die Anlagerung synthetischer Oligonukleotide und Auffullen von 
LQcken mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase und Ligationsreaktionen so- 
w.e allgemeine Klonierungsverfahren werden in Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning- 
A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

Gegenstand der Erfindung sind insbesondere Nukleinsauresequenzen (einzel- und dop- 
pelstrangige DNA- und RNA-Sequenzen. wie z.B. cDNA und mRNA), kodierend fOr eines der 
erfindungsgemalien Enzyme, und deren funktionalen Aquivalenten. welche z.B. unter Ver- 
wendung kunstlicher Nukleotidanaloga zuganglich sind. 

Die Erfindung betrifft sowohl isolierte NukleinsauremolekQIe. welche fur erfindungsgemafte 
Polypeptide bzw. Proteine Oder biologisch aktive Abschnitte davon kodieren. als auch Nuk- 
le.nsaurefragmente, die z.B. zur Venvendung als Hybrid isierungssonden Oder Primer zur 
Identifizierung oder Amplifizierung von erfindungsgemalier kodierenden Nukleinsauren ver- 
wendet werden konnen. 



Die erfindungsgemaUen NukleinsauremolekQIe kOnnen zudem untranslatierte Sequenzen 
vom 3'- und/oder 5'-Ende des kodierenden Genbereichs enthalten 

Die Erfindung umfasst weiterhin die zu den konkret beschriebenen Nukleotidsequenzen 
komplementaren NukleinsauremolekQIe oder einen Abschnitt davon. 

Die erfindungsgemalien Nukleotidsequenzen ermdglichen die Erzeugung von Sonden und 
Pnmern, die zur Identifizierung und/oder Klonierung von homologer Sequenzen in anderen 
Zelltypen und Organismen venvendbar sind. Solche Sonden bzw. Primer umfassen gewShn- 
l.ch einen Nukleotidsequenzbereich, der unter M stringenten- Bedingungen (siehe unten) an 
mmdestens etwa 12. vorzugsweise mindestens etwa 25. wie z.B. etwa 40, 50 oder 75 auf- 
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einanderfolgende Nukleotide eines Sense-Stranges einer erfindungsgemalien Nukleinsaure- 
sequenz oder eines entsprechenden Antisense-Stranges hybridisiert. 

Ein "isoliertes" NukleinsauremolekOI wird von anderen NukleinsauremolekOlen abgetrennt 
die in der natOrlichen Quelle der Nukleinsaure zugegen sind und kann Oberdies im wesentli- 
chen frei von anderem zellularen Material oder Kulturmedium sein, wenn es durch rekombi- 
nante Techniken hergestellt wird, oder frei von chemischen Vorstufen oder anderen Chemi- 
kalien sein, wenn es chemisch synthetisiert wird. 

Ein erfindungsgemafies NukleinsauremolekOI kann mittels molekularbiologischer Standard- 
Techniken und der erfindungsgemali bereitgestellten Sequenzinformation isoliert werden 
Beispielsweise kann cDNA aus einer geeigneten cDNA-Bank isoliert werden, indem eine der 
konkret offenbarten vollstandigen Sequenzen oder ein Abschnitt davon als Hybridisierungs- 
sonde und Standard-Hybridisierungstechniken (wie z.B. beschrieben in Sambrook, J., 
Fritsch, E.F. und Maniatis. T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY 1989) 
verwendet werden. Oberdies lasst sich ein NukleinsauremolekOI, umfassend eine der often- 
barten Sequenzen oder ein Abschnitt davon, durch Polymerasekettenreaktion isolieren wo- 
bei die Oligonukleotidprimer, die auf der Basis dieser Sequenz erstellt wurden, verwendet 
werden. Die so amplifizierte Nukleinsaure kann in einen geeigneten Vektor kloniert werden 
und durch DNA-Sequenzanalyse charakterisiert werden. Die erfindungsgemalien Oligo- 
nukleotide konnen ferner durch Standard-Syntheseverfahren, z.B. mit einem automatischen 
DNA-Synthesegerat. hergestellt werden. 

Die erfindungsgemalien Nukleinsauresequenzen lassen sich prinzipiell aus alien Organis- 
men identifizieren und isolieren. Vorteilhaft lassen sich die erfindungsgemalien Nukleinsau- 
resequenzen aus Bakterien des obigen Typs isolieren. 

Erfindungsgemafie Nukleinsauresequenzen oder Derivate davon, Homologe oder Teile die- 
ser Sequenzen, lassen sich beispielsweise mit Oblichen Hybridisierungsverfahren oder der 
PCR-Technik aus anderen Mikroorganismen, z.B. Ober genomische oder cDNA-Banken. 
isolieren. Diese DNA-Sequenzen hybridisieren unter Standardbedingungen mit den erfin- 
dungsgemalien Sequenzen. Zur Hybridisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide der 
konservierten Bereiche beispielsweise aus dem aktiven Zentrum, die Ober Vergleiche mit der 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase in dem Fachmann bekannter Weise ermittelt werden 
kbnnen, verwendet. Es kbnnen aber auch langere Fragmente der erfindungsgemalien Nuk- 
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lelnsauren Oder die votetandlgen SequenzenfOrdie Hybndlsiemng venvendet warden Je 
nach der venvendeten Nukleinsaure (Oligonukleotid. langeres Fragment Oder vollstandige 
Sequenz) oder je nechdem welche Nukleineaureart DN A Oder RNA for die Hybridfeierunq 
verwendet werden. variieren diese Standardbedingungen. So liegen beispielsweise die 
Schmelzfemperaturen for DNArDNA-Hybride ca 10 -C niedriger als die von DNA RNA- 
Hybriden gleicher Lange. 

Unter Standardbedingungen sind beispielsweise je nach Nukleinsaure Temperaturen zwi- 

iTnl It" 8 ° C in 6lner WaRrlQen PUffer ' 6SUng mit 6iner K — ntration von 0, 1 bis 5 x 
In boo, p = ^ 5 M NaCI ' 15 mM NatriUmcitrat ' <>" 7 ' 2 > -satzlich in Gegenwart 
von 50 /o Formarmd we beispieisweise 42 "C in 5 x SSC, 50% Formamid zu verstehen Vor- 
te,lhafterweise liegen die Hybridisierungsbedingungen fur DNA:DNA-Hybride bei 0 1 x SSC 
und Temperaturen von etwa 20 - C bis 45 -Q bevorzugt von etwa 30 - C bis 45 - C FOr 
DNA: RNA-Hybride liegen die Hybridisierungsbedingungen vorte.lhaft bei 0.1 x SSC und 
Temperaturen von etwa 30 «C bis 55 X, bevorzugt von etwa 45 »C bis 55 »C. Diese ange- 
gebenen Temperaturen fur die Hybridisierung sind beispielhaft kalku.ierte Schme.ztempera- 
turwerte for eine Nukleinsaure mit einer Lange von ca. 100 Nukleotiden und einem G + C- 

tT»7 *° % " AbWeS6nheit VOn Fo ~ D «e experimentelien Bedingungen fOr die 
DNA-Hybnd lS ,erung sind in einschiagigen Lehrbuchern der Genetik, wie beispielsweise 
Sambrook et a, -Mo.ecular Coning", Co.d Spring Harbor Laboratory, 1 989. beschrieben und 
lessen s.ch nach dem Fachmann bekannten Forme.n beispielsweise abhangig von der Lan- 
ge der Nuk.einsauren, der Art der Hybride oder dem G + C-Geha.t berechnen. Weitere In- 
ormafonen zur Hybridisierung kann der Fachmann folgenden Lehrbuchern entnehmen: Au- 
sube. et al. (eds), 1985, Current Protocols in Mo.ecular Biology, John Wi.ey & Sons New 
York, Hemes and Higgins (eds), 1985, Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach 
IRL Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (ed), 1991, Essentia. Molecu.ar Bio.ogy- 
A Practfcal Approach, IRL Press at Oxford University Press, Oxford. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Derivate der konkret offenbarten oder ab.eitbaren Nuk- 
leins&uresequenzen. 



So kdnnen weitere erflndungsgemaUe Nuk.einsSuresequenzen von den natOrlichen Sequen- 
2 en abg e,eitet sein und sich davon durch Addition, Substitution. Insertion oder Deletion ein- 
zelner oder mehrerer Nukleotide unterscheiden, aber weiterhin fur Polypeptide mit dem ge- 
wunschten Eigenschaftsprofil kodieren. 
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Erfindungsgemafi umfasst sind auch solche Nukleinsauresequenzen. die sogenannte stum- 
me Mutationen umfassen Oder entsprechend der Codon-Nutzung eins speziellen Ursprungs- 
oder Wirtsorganismus, im Vergleich zu einer konkret genannten Sequenz verandert sind, 
ebenso wie natOrlich vorkommende Varianten, wie z.B. Spleiftvarianten Oder Allelvarianten, 
davon. 

Gegenstand sind ebenso durch konservative Nukleotidsubstutionen (d.h. die betreffende 
Aminosaure wird durch eine Aminosaure gleicher Ladung, Grofte, Polaritat und/oder Loslich- 
keit ersetzt) erhaltliche Sequenzen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch die durch Sequenzpolymorphismen von den konkret 
offenbarten Nukieinsauren abgeleiteten Molekule. Diese genetischen Polymorphismen k6n- 
nen zwischen Individuen innerhalb einer Population aufgrund der natiirlichen Variation exis- 
tieren. Diese naturlichen Variationen bewirken iiblicherweise eine Varianz von 1 bis 5 % in 
der Nukleotidsequenz eines Gens. 

Unter Derivaten der erfindungsgemaften Nukieinsauren sind beispielsweise Allelvarianten 
zu verstehen, die mindestens 40 % Homologie auf der abgeleiteten Aminosaureebene, be- 
vorzugt mindestens 60 % Homologie, ganz besonders bevorzugt mindestens 80 % Homolo- 
gie uber den gesamten Sequenzbereich aufweisen (bezuglich Homologie auf Aminosaure- 
ebene sei auf obige Ausftihrungen zu den Polypeptiden verwiesen). Qber Teilbereiche der 
Sequenzen kdnnen die Homologien vorteilhaft h6her liegen. 

Weiterhin sind unter Derivaten auch Homologe der erfindungsgemaften Nukleinsaurese- 
quenzen, beispielsweise pilzliche Oder bakterielle Homologe, verkOrzte Sequenzen, Einzel- 
strang-DNA oder RNA der kodierenden und nichtkodierenden DNA-Sequenz, zu verstehen. 
So besitzten z.B. Homologe zur der SEQ ID NO: 1 auf DNA-Ebene eine Homologie von min- 
destens 40 %, bevorzugt von mindestens 60 %, besonders bevorzugt von mindestens 70 %. 
ganz besonders bevorzugt von mindestens 80 % Ober den gesamten in SEQ ID NO: 1 ange- 
gebenen DNA-Bereich. 

Aufterdem sind unter Derivaten beispielsweise Fusionen mit Promotoren zu verstehen. Die 
Promotoren, die den angegebenen Nukleotidsequenzen vorgeschalten sind, kbnnen durch 
ein oder mehrere Nukleotidaustausche, Insertionen, Inversionen und/oder Deletionen veran- 
dert sein, ohne dass aber die Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren beeintrachtigt 
sind. Des weiteren kdnnen die Promotoren durch Veranderung ihrer Sequenz in ihrer Wirk- 
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samkeit erhdht oder komplett durch wirksamere Promotoren auch artfremder Organismen 
ausgetauscht werden. 

Unter Derivaten sind auch Varianten zu verstehen, deren Nukleotidsequenz im Bereich von - 
5 1 bis -1000 Basen stromaufwarts vor dem Startkodon pder 0 bis 1000 Basen stromabwarts 
nach dem Stopkodon so verandert wurde, dass die Genexpression und/oder die Proteinex- 
pression verandert, bevorzugt erhdht wird. 

Weiterhin umfasst die Erfindung auch Nukleinsauresequenzen, welchen mit oben genannten 

10 kodierenden Sequenzen unter „stingenten Bedingungen" hybridisieren. Diese Poiynukleotide 
lassen sich bei der Durchmusterung von genomischen oder cDNA-Banken auffinden und 
gegebenenfalls daraus mit geeigneten Primern mittels PCR vermehren und anschlieliend 
beispielsweise mit geeigneten Sonden isolieren. Daruber hinaus kttnnen erfindungsgemafie 
Poiynukleotide auch auf chemischem Wege synthetisiert werden. Unter dieser Eigenschaft 

15 versteht man die Fahigkeit eines Poly- oder Oligonukleotids unter stringenten Bedingungen 
an eine nahezu komplementare Sequenz zu binden, wahrend unter diesen Bedingungen 
unspezifische Bindungen zwischen nicht-komplementaren Partnern unterbleiben. Dazu soil- 
ten die Sequenzen zu 70-100%, vorzugsweise zu 90-100%, komplementar sein. Die Eigen- 
schaft komplementarer Sequenzen, spezifisch aneinander binden zu konnen, macht man 

20 sich beispielsweise in der Northern- oder Southern-Blot-Technik oder bei der Primerbindung 
in PCR oder RT-PCR zunutze. Gblicherweise werden dazu Oligonukleotide ab einer Lange 
von 30 Basenpaaren eingesetzt. Unter stringenten Bedingungen versteht man beispielswei- 
se in der Northern-Blot-Technik die Verwendung einer 50 - 70 °C, vorzugsweise 60 - 65 °C 
warmen Waschldsung, beispielsweise 0,1x SSC-Puffer mit 0,1% SDS (20x SSC: 3M NaCI, 

25 0,3M Na-Citrat, pH 7,0) zur Elution unspezifisch hybridisierter cDNA-Sonden oder Oligo- 
nukleotide. Dabei bleiben, wie oben erwahnt, nur in hohem Mafce komplementare Nuklein- 
sauren aneinander gebunden. Die Einstellung stringenter Bedingungen ist dem Fachmann 
bekannt und ist z:B. in Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & 
Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. beschrieben. 

30 

E. Erfindungsgemafie Konstrukte 

Gegenstand der Erfindung sind aufierdem Expressionskonstrukte, enthaltend unter der ge- 
netischen Kontrolle regulativer Nukleinsauresequenzen eine fur ein erfindungsgemaiies En- 
35 zym kodierende Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, umfassend wenigstens eines dieser 
Expressionskonstrukte. 



MAW 162 



WO 2004/111257 



17 



PCT7EP2004/006564 



Vorzugsweise umfassen solche erfindungsgemSRen Konstrukte S-stromaufwSrts von der 
jeweiligen kodierenden Sequenz einen Promoter und 3'-stromabwarts eine Terminatorse- 
quenz sowie gegebenenfalls weitere ubliche regulative Elemente, und zwar jeweils operativ 
5 verknupft mit der kodierenden Sequenz. 

Unter einer „operativen VerknGpfung" versteht man die sequentielle Anordnung von Promo- 
tor, kodierender Sequenz, Terminator und gegebenenfalls weiterer regulativer Elemente dep- 
art, dass jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden 

10 Sequenz bestimmungsgemaii erfiillen kann. Beispiele fOr operativ verknupfbare Sequenzen 
sind Targeting-Sequenzen sowie Enhancer, Polyadenylierungssignale und dergleichen. Wei- 
tere regulative Elemente umfassen selektierbare Marker, Amplifikationssignale, Replikation- 
sursprQnge und dergleichen. Geeignete regulatorische Sequenzen sind z.B. beschrieben in 
Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San 

15 Diego, CA (1990). 

Unter einem erfindungsgemaften NukleinsSurekonstrukt sind insbesondere die naturlichen 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemasegene und die Derivate und Homologen davon zu ver- 
stehen, die mit einem oder mehreren Regulationssignalen vorteilhafterweise zur Steuerung, 
20 z.B. Erhohung, der Genexpression operativ oder funktionell verknupft wurden. 

Zusatzlich zu diesen Regulationssequenzen kann die natQrliche Regulation dieser Sequen- 
zen vor den eigentlichen Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenfalls genetisch 
verandert worden sein, so dass die naturliche Regulation ausgeschaltet und die Expression 
25 der Gene erhoht wurde. Das NukleinsSurekonstrukt kann aber auch einfacher aufgebaut 
sein, das heifit es wurden keine zusatzlichen Regulationssignale vor die kodierende Se- 
quenz insertiert und der naturliche Promotor mit seiner Regulation wurde nicht entfernt. 
Stattdessen wird die naturliche Regulationssequenz so mutiert, dass keine Regulation mehr 
erfolgt und die Genexpression gesteigert wird. 

30 

Ein bevorzugtes NukleinsSurekonstrukt enthait vorteilhafterweise auch eine oder mehrere 
der schon erwShnten "Enhancer" Sequenzen, funktionell verknOpft mit dem Promotor, die 
eine erhohte Expression der Nukleinsauresequenz ermdglichen. Auch am 3-Ende der DNA- 
Sequenzen konnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert werden, wie weitere regula- 
35 torische Elemente oder Terminatoren. Die erfindungsgemSlien Nukleinsauren kOnnen in 
einer oder mehreren Kopien im Konstrukt enthalten sein. Im Konstrukt k6nnen noch weitere 



M/44162 



WO 2004/111257 



18 



PCT7EP2004/006564 



Marker, wie Antibiotikaresistenzen Oder Auxotrophien komplementierende Gene, gegebe- 
nenfalls zur Selektion auf das Konstrukt enthalten sein. 

Vorteilhafte Regulationssequenzen fur das erfindungsgemaiJe Verfahren sind beispielsweise 
5 in Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, Ipp-, lac-, Ipp-lac-, lacl q% T7-, T5-, T3-, gal-, 
trc-, ara-, rhaP (rhaP B AD)SP6-, lambda-P R - Oder im lambda-P L -Promotor enthalten, die vor- 
teilhafterweise in gram-negativen Bakterien Anwendung flnden. Weitere vorteilhafte Regula- 
tionssequenzen sind beispielsweise in den gram-positiven Promotoren amy und SP02, in 
den Hefe- Oder Pilzpromotoren ADC1, MFalpha , AC, P-60, CYC1, GAPDH, TEF, rp28, ADH 
10 enthalten. Es konnen auch kOnstliche Promotoren fur die Regulation verwendet werden. 

Das Nukleinsaurekonstrukt wird zur Expression in einem Wirtsorganismus vorteilhafterweise 
in einen Vektor, wie beispielsweise einem Plasmid oder einem Phagen inseriert, der eine 
optimale Expression der Gene im Wirt ermbglicht. Unter Vektoren sind aulier Plasmiden und 

15 Phagen auch alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, also z.B. Viren, wie SV40, 
CMV, Baculovirus und Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und 
lineare oder zirkulare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganis- 
mus repliziert oder chromosomal repliziert werden. Diese Vektoren stellen eine weitere Aus- 
gestaltung der Erfindung dar. Geeignete Plasmide sind beispielsweise in E. coli pLG338, 

20 pACYC184, pBR322, pUC18, pUC19, pKC30, pRep4, pHS1 , pKK223-3, pDHE19.2, pHS2, 
pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, plN-ill 113 -B1,Xgt11 oder pBdCI, in Streptomyces 
plJ101, plJ364, plJ702 oder plJ361, in Bacillus pUB110, pC194 oder pBD214, in Corynebac- 
terium pSA77 oder pAJ667, in Pilzen pALS1, plL2 oder pBB116, in Hefen 2alphaM, pAG-1, 
YEp6, YEp13 Oder pEMBLYe23 oder in Pflanzen pLGV23, pGHIac*. pBIN19, pAK2004 oder 

25 pDH51. Die genannten Plasmide stellen eine kleine Auswahl der mOglichen Plasmide dar. 
Weitere Plasmide sind dem Fachmann wohl bekannt und kOnnen beispielsweise aus dem 
Buch Cloning Vectors (Eds. Pouwels P. H. et al. Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 
1985 , ISBN 0 444 904018) entnommen werden. 

30 Vorteilhafterweise enthait das Nukleinsaurekonstrukt zur Expression der weiteren enthalte- 
nen Gene zusatzlich noch 3'- und/oder 5 -terminate regulatorische Sequenzen zur Steige- 
rung der Expression, die je nach ausgewahltem Wirtorganismus und Gen oder Gene fur eine 
optimale Expression ausgewahlt werden. 

35 Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Gene und der Protein- 
expression ermoglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, dass 
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das Gen erst nach Induktion exprimiert Oder Qberexprimiert wird, Oder dass es sofort expri- 
miert und/oder Qberexprimiert wird. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren kdnnen dabei vorzugsweise die Genexpressi- 
on der eingefuhrten Gene positiv beeinflussen und dadurch erhShen. So kann eine Verstar- 
kung der regulatorischen Elemente vorteilhafterweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, 
indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. 
Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die 
Stabilitat der mRNA verbessert wird. 

In einer weiteren Ausgestaltungsform des Vektors kann der das erfindungsgemalie Nuklein- 
saurekonstrukt Oder die erfindungsgemafie Nukleinsaure enthaltende Vektor auch vorteil- 
hafterweise in Form einer linearen DNA in die Mikroorganismen eingefuhrt werden und uber 
heterologe Oder homologe Rekombination in das Genom des Wirtsorganismus integriert 
werden. Diese lineare DNA kann aus einem linearisierten Vektor wie einem Plasmid oder nur 
aus dem Nukleinsaurekonstrukt oder der erfindungsgemaften Nukleinsaure bestehen. 

Fur eine optimale Expression heterologer Gene in Organismen ist es vorteilhaft die Nuklein- 
sauresequenzen entsprechend des im Organismus verwendeten spezifischen "codon usage" 
zu verandern. Der "codon usage" laftt sich anhand von Computerauswertungen anderer, 
bekannter Gene des betreffenden Organismus leicht ermitteln. 

Die Herstellung einer erfindungsgernaiien Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines 
geeigneten Promoters mit einer geeigneten kodierenden Nukleotidsequenz sowie einem 
Terminator- oder Polyadenylierungssignal. Dazu verwendet man gangige Rekombinations- 
und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. 
Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. Enquist, Experiments 
with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in 
Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and 
Wiley Interscience (1987) beschrieben sind. 

Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur Expression in einem 
geeigneten Wirtsorganismus vorteilhafterweise in einen wirtsspezifischen Vektor insertiert, 
der eine optimale Expression der Gene im Wirt ermcSglicht. Vektoren sind dem Fachmann 
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wohl bekannt und kdnnen beispielsweise aus "Cloning Vectors" (Pouwels P. H. et al., Hrsg, 
Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985) entnommen werden. 

F. Erfindungsgemaft brauchbare Wirte 

5 

Mit Hilfe der erfindungsgemaften Vektoren sind rekombinante Mikroorganismen herstellbar, 
welche beispielsweise mit wenigstens einem erfindungsgemaften Vektor transformiert sind 
und zur Produktion der erfindungsgemaften Enzyme eingesetzt werden kOnnen. Vorteilhaft- 
erweise werden die oben beschriebenen erfindungsgemaften rekombinanten Konstrukte in 

10 ein geeignetes Wirtssystem eingebracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise dem 
Fachmann bekannte geiaufige Klonierungs- und Transfektionsmethoden, wie beispielsweise 
Co-Prazipitation, Protoplastenfusion, Elektroporation, retrovirale Transfektion und derglei- 
chen, verwendet, urn die genannten Nukleinsauren im jeweiligen Expressionssystem zur 
Expression zu bringen. Geeignete Systeme werden beispielsweise in Current Protocols in 

15 Molecular Biology, F. Ausubel et al., Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997, oder 
Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. AufL, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989 
beschrieben. 

20 Erfindungsgemaft sind auch homolog rekombinierte Mikroorganismen herstellbar. Dazu wird 
ein Vektor hergestellt, der zumindest einen Abschnitt eines erfindungsgemaiien Gens oder 
einer kodierenden Sequenz enthait, worin gegebenenfalls wenigstens eine Aminosaure- 
Deletion, -Addition oder -Substitution eingebracht worden ist, um die erfindungsgemafte Se- 
quenz zu verandern, z.B. funktionell zu disrumpieren ("Knockouf-Vektor). Die eingebrachte 

25 Sequenz kann z.B. auch ein Homologes aus einem verwandten Mikroorganismus sein oder 
aus einer Saugetier-, Hefe- oder Insektenquelle abgeleitet sein. Der zur homologen Rekom- 
bination verwendete Vektor kann alternativ derail ausgestaltet sein, daft das endogene Gen 
bei homologer Rekombination mutiert oder anderweitig verandert ist, jedoch noch das funkti- 
onelle Protein kodiert (z.B. kann der stromaufwarts gelegene regulatorische Bereich derart 

30 verandert sein, dass dadurch die Expression des endogenen Proteins verandert wird). Der 
veranderte Abschnitt des erfindungsgemaiien Gens ist im homologen Rekombinationsvektor. 
Die Konstruktion geeigneter Vektoren zur homologen Rekombination ist z.B. beschrieben in 
Thomas, K.R. und Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503. 

35 Als rekombinante Wirtsorganismen fur die erfindungsgemafte Nukleinsaure Oder dem Nuk- 
leinsaurekonstrukt kommen prinzipiell alle prokaryontischen oder eukaryontischen Organis- 
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TZZr ^r^™^ «"*" 818 Wtnsorganismen Mikroorganis „ Bakten- 

en P„ze Oder Hefen verwendet. Vorteilbaft werden gram-positive Oder gram-neoative Bak 
tenen verwendet. Ganz besonders bevorzug, « die GathJn9 und M J£££ 

^ZT r9a T US ° der W " teo ^" lsme " «— • «" Edindung entbaiten dabei vo, 
ZTT T ^ ^ iR dfeSer 6rfi " dUn9 '—*«« NuMeinsaureseaueZn 

Racemase-Aktivitat kodleren. yuaroonsaure- 



D,e ,m edindungsgemaBen Verfahren verwendeten Organismen werden Je nach Wlrtsoroa 

zz ■ r: a r ann bekanmer ^ ■«-«" «-* ™«zzz 

werden ,n der Rege, ,„ einem flOssigen Medium, das eine Kobienstonguelie meis, in Form 

rCtTsT S " C T qUe " e ^ V °" S ~e- 

exbak, Oder Saizen w,e AmmoniumsuKat Spurenelemenle wie Eisen-. Mangan- Maonesi 

unseize und gegebenenfaiis Vitamine en.ha, t be, Temperaturen von 0 -C b,s 100 TZr 
, T " C ^ 8 ""«"-^ -gezogen. Dabei kann der pH de 
aU,e ' nen feSlen Wert «**" -rden. das beiB. wabrend der Anzuob regu- 
e« werden Oder nioM. Die Anzucb. kann .ba W -weise. .semi ba.cb--we,se Oder 3 
ch erfotgen. Nabrstoffe kbnnen zu beginn der Fermentation vorgeleg, Oder sen^u"^ 
W. Oder kon U nuiedicb nacbgetotter, wenden. Das Keton kann direkt ur Anl"! 
werden ooer vorteiibaft nacb Anzucb,. Die Enzyme kbnnen naob dem in den BeisZ„ be 

6. Rekomblnante Heretellung der erfindungsgemaBen Enzyme: 

Gegenstandder Edindung sind weiterbin Verfabren zur rekombinanten Hersteiiung erfln- 
dungsgemaae Po^pepbde Oder lonelier, bfciogiseb aktiver Fnagmente dav wl 
man e,nen PotypepUde-produzierenden Mikroorganismus kuNvied. gegebenenfa»sl1x 
press,on der Poiypeptide induzier, und diese aus der Kuitur isoiiert. Die Po^el™ 
so auob ,n groBtecbnisenem MaBatab produzier. werden. faiis dies erwonseb. is, 

Z l k 2 bi Bt Mlkr00r9aniSmUS kan " - h ■—»•» Vedabren kuibvier, und fermen- 

T" Mnne " beiSpiel5welse ™" LB-Medium und bei einer Tempo- 
ratur von 20 b,s 40°C und einem pH-Wert von 6 bis 9 vermehrt werden Im F JT T 

gee,ne te Ku, B viemng S bedingungenbe,spie,sweiseinT.^ 
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Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Cold 
Spring Harbor, NY (1 989) beschrieben. 

Die Zelien werden dann, falls die Polypeptide nicht in das Kulturmedium sezerniert werden 
aufgeschlossen und das Produkt nach bekannten Proteinisolierungsverfahren aus dem Lysat 
gewonnen. Die Zelien kSnnen wahlweise durch hochfrequenten Ultraschall, durch hohen 
Druck, wie z.B. in einer French-Druckzelle, durch Osmolyse, durch Einwirkung von Deter- 
genzien, lytischen Enzymen oder organischen Lesungsmitteln, durch Homogenisatoren oder 
durch Kombination mehrerer der aufgefuhrten Verfahren aufgeschlossen werden. 

Eine Aufreinigung der Polypeptide kann mit bekannten, chromatographischen Verfahren er- 
zielt werden, wie Molekularsieb-Chromatographie (Gelfiltration), wie Q-Sepharose- 
Chromatographie, lonenaustausch-Chromatographie und hydrophobe Chromatographie 
sowie mit anderen Qblichen Verfahren wie Ultrafiltration, Kristallisation, Aussalzen Dialyse 
und nativer Gelelektrophorese. Geeignete Verfahren werden beispielsweise in Cooper F G 
B.ochemische Arbeitsmethoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York oder in Scopes ' 
R.. Protein Purification, Springer Verlag, New York. Heidelberg, Berlin beschrieben. 

Vorteilhaft kann es sein, zur Isolierung des rekombinanten Proteins Vektorsysteme oder Oli- 
gonukleotide zu verwenden, die die cDNA um bestimmte Nukleotidsequenzen verlangern 
und damit fur veranderte Polypeptide Oder Fusionsproteine kodieren, die z.B. einer einfache- 
ren Reinigung dienen. Derartige geeignete Modifikationen sind beispielsweise als Anker fun- 
gierende sogenannte "Tags", wie z.B. die als Hexa-Histidin-Anker bekannte Modifikation o- 
der Ep.tope. die als Antigene von Antikorpern erkannt werden konnen (beschrieben zum 
Beispiel in Harlow, E. and Lane, D., 1988. Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring 
Harbor (N.Y.) Press). Diese Anker kdnnen zur Anheftung der Proteine an einen festen Tra- 
ger, wie z.B. einer Polymermatrix, dienen. die beispielsweise in einer Chromatographiesaule 
e.ngefOllt sein kann, oder an einer Mikrotiterplatte oder an einem sonstigen Trager verwendet 
werden kann. 



Gle.chzeitig konnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine verwendet werden. Zur 
Erkennung der Proteine kbnnen aufierdem (ibliche Marker, wie Fluoreszenzfarbstoffe En- 
zymmarker. die nach Reaktion mit einem Substrat ein detektierbares Reaktionsprodukt Wi- 
den, oder radioaktive Marker, allein oder in Kombination mit den Ankern zur Derivatisierung 
der Proteine verwendet werden. 
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H. Nichtrekombinante Isolierung erfindungsgemafter Enzyme 

Die Isolierung erfindungsgemaBer Enzyme erfolgt zweckmaliigerweise aus einer der oben 
beschriebenen naturlichen Quellen (i.acfobac///us-Stamme) bzw. aus einem anderen, mit 
5 Hilfe eines erflndungsgemSBen Screeningverfahrens identifizierten, alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitatexprimierenden Mikroorganismus. 

Der Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und fermentiert werden. Die 
Zellen werden dann, falls die Polypeptide nicht in das Kulturmedium sezerniert werden, auf- 
10 geschlossen und das Produkt nach bekannten Proteinisolierungsverfahren aus dem Lysat 
gewonnen. Die Zellen kdnnen wahlweise durch hochfrequenten Ultraschall, durch hohen 
Druck, wie z.B. in einer French-Druckzelle, durch Osmolyse, durch Einwirkung von Deter- 
genzien. lytischen Enzymen Oder organischen Losungsmitteln, durch Homogenisatoren Oder 
durch Kombination mehrerer der aufgefuhrten Verfahren aufgeschlossen werden. 

15 

Eine Aufreinigung der Polypeptide kann mit bekannten, chromatographischen Verfahren er- 
zielt werden, wie Molekularsieb-Chromatographie (Gelfiltration), wie Q-Sepharose- 
Chromatographie, lonenaustausch-Chromatographie und hydrophobe Chromatographie, 
sowie mit anderen iiblichen Verfahren wie Ultrafiltration, Kristallisation. Aussalzen, Dialyse 
20 und nativer Gelelektrophorese. Geeignete Verfahren werden beispielsweise in Cooper, F. G., 
Biochemische Arbeitsmethoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York oder in Scopes, 
R.. Protein Purification, Springer Verlag, New York, Heidelberg, Berlin beschrieben. 

I. Durchfuhrung des erfindungsgemaften Verfahrens zur Isomerisierung von alpha - 
25 hydroxycarbonsauren 

Die Enzyme mit alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat kbnnen im erfindungsgema- 
ften Verfahren als freies Oder immobilisiertes Enzym verwendet werden. 

30 Das erfindungsgemafie Verfahren wird vorteilhaft bei einer Temperatur im Bereich von 0 °C 
bis 95 °C, bevorzugt von 10 °C bis 85 °C, besonders bevorzugt von 15 °C bis 75 °C, insbe- 
sondere 25 bis 40 °C , durchgefOhrt. 

Der pH-Wert im erfindungsgemalJen Verfahren wird vorteilhaft in einem Bereich von pH 4 
35 bis12, bevorzugt von pH 4.5 bis 9, besonders bevorzugt von pH 5 bis 8 gehalten. 
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FOr das erfindungsgemaSe Verfahren kdnnen waohsende Zellen verwende, werden die die 
«*« ngsgemaaen Nukleinsauren. NukteinsaurekonsUuMe Oder Vektoren en,ha,«en Teh 
2* T h "*"* , ~» «» «""« ve-nde. werden. Un .er aufgesenio'eT 
Zeiien s,nd be,sp,e,sweise Zeiien zu verstehen. die Ober eine B ehand,ung 1 beispie^Tse 
<*ungsm,nein durchUissig gemach, worten s ,nd. cder ZeHen die Ober L EnZeZ 
■ung, Uber eine meehanische Behand.un g (, B . French Press Mer u ~ r 

Id 96 T de au,9ebrochen wurden - Die 80 — «"« * 

kon^ren ftir^s^^f^h^ 3 ^ 60 V ° rte '" la ' t 9 ee '9 ne *- Auch gereinigte Oder angereinigte Enzyme 
kdnnen fur das Verfahren verwende, werden. Ebenfalls geeignet sind immobile Mikroor 
g an, sm e„ oder Enzyme, die vorfeiihaf, in der Reason Anwendun g nnden kbnnen 

Werden far das erflndungsgemaiSe Verfahren freie Organismen Oder immobilize Enzyme 
weise uber eine Filtration oder Zentrifugation. 

6 TT emaBen Verfahren he,9eSte " ,e Pr0dUM Bss ' °«* ™rfailha« aus der 

- E hl^de T h 7 DbBr EX,rakti0n ° 0er DeSn " a " 0n 9 ~ ' DiS — 
zur Erhdhung der Ausbeute mehrfach wfederholl werden. Beispiele ,0r geeignefe ExfrakU- 

onsm,«e, sind Obiiche. dem Fachnrann geiauflge Losungsmiaei. wie ToL. j£2* 
DHSOpropyiefhe, Benzc, MTBE Oder Essiges.er. ohne darauf besohrank, zu seT 

Naoh Einengen der organischen Phase kbnnen die Produkte in der Regel in guten ohemi 
schen ReinheKen. das heifa grOOer 80 % chemfeohe Reinhe,,, gewonnen werden Nach^Ex 
pon kann die cganfeche Phase mi, dem Produk, aber auoh nur zum Tei, *J£Z 
den und das Produk, auskristeiiisier, werden. Dazu wlrd die Losung vorfeiihaf, <TZ Tern 

ir r ° t 10 ' c ab9ekoh " D,e Kris, * atio " — ^ r::r 

fcbm a 9 , : 6iner WSMri9en L6SUn9 ° aS — Produ,, kann 

nochmais ,m g,e,ohen oder in einem anderen LbsungsmMei zur erneu,en Krislaiiisation auf 
genommen werden und nochmais kristallisier, werden. ■a"'*',™ auf- 

^etn d :rr tte verfahren kann 

Ke DurchfOhrung des Verfahrens kann vorfeiihanerweise in B,oreak,oren erfoigen wie z B 
beschneben ,n Bio,echno to gy. Band 3. 2. Aulage. Rehm e, a, Hrsg.. (1993) JLZf 
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**t Der Vorteil HeoTd^a^Z Tl Abtr6nnUn9 VOm SewOnscnten Pro- 
kataiysierle RJEC^STr"^ ^'^"gs-ReaMion; cher^on 
gungen. die zu ZereeZT^u™ £2C draSl,SChen Reak «°"^<"n- 

minierung, etc., fohren. (Vg ZXelece^, " ^"o™ <» 

gen: E. J. Ebbers. G. J. A Arlaans' ^TT" 9 V ° n w B ani8 *« Verbindun- 

hednn. 1997, 53. 9417-947^) A ' * ^nenburg. 7e*a- 

kann, wird die enzymatische Ra^tf J .Bntopfverfahren" eingesetzt werden 

von Mandelat-Racemase: U. T SfraTs T t ! BeiSPfe ' unter Ve ™^""9 

4081). ' K ' Faber ' r e*a*«*»>.- /Isymmeay, 1999, 10, 4079- 
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Experimenteller Tell 

A. Allaemelne Anqaben 

1 . Verwendete Gerate und Methoden 



DOnnschichtchromatoqraphie 

Die Umsatzkontrolle der Reaktionen sowie die ReinheitsprGfung der Produkte erfolgte mittels 
Dunnschichtchromatographie. Zu diesem Zweck wurde Kieselgel 60 F25 4 auf Alufolie von 
Merck verwendet. Die Detektion erfolgte sowohl durch UV-Licht (254 mm) als auch durch 
Bespruhen mit Molybdatlosung [(NH 4 )6Mo 7 0 2 4 x 4H 2 0 (100g/l) und Ce(S0 4 ) 2 x 4H 2 0 (4g/l) in 
H 2 S0 4 (10%)] und anschliefiendem Erhitzen. 

Saulenchromatographie 

Die Reinigung der Razemisierungprodukte erfolgte saulenchromatographisch. Dazu wurde 
Kieselgel der Korngrftfte 43-63pm von der Firma Merck als stationSre Phase verwendet. Als 
Eluationsmittel dienten Gemische aus Benzin (B) und Essigsaureethylester (EE), wobei die 
Zusammensetzung dem jeweiligen Trennungsproblem angepasst wurde. Die Trennung er- 
folgte unter erhahtem Druck. 

Gaschromatoaraphie 

Die gaschromatigraphische Trennung der Razemisierungsprodukte wurde mit einem Varian 
Gaschromotographen 3800 - Split/Splitless Injektor (FID) - durchgefuhrt. Als SSule diente 
eine Chirasil-DEX f Chrompack, Permethyl-ft-cyclodextrin, chemisch gebunden, 25m x 
0.32mm x 0.25 pm, H 2 . Beispiele geeigneter Trennbedingungen sind in folgender Tabelle 1 
angegeben. 



Tabelle 1: Trennung von Enantiomeren am chiralen GC 



Verbindung 


Saulenvordruck 


Temperaturprogramm 


Retentionszeit 




[psi] 


[°C] 


[min] 


Lactat 


12 


45°C 


4,6 (R) 








6.0 (S) 
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Phenyllactat 


12 


125°C 


7,5 (R) 
8,5 (S) 


4-Fluorphenyllactat 


12 


80°C/0-5°C/min 
170°C 


12,0 (R) 
12,5 (S) 



NMR 

1 H- und 13 C-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker 360- bzw. 500 MHz aufgenommen, die 
5 chemischen Verschiebungen sind in ppm (J-Skala) angegeben, als interner Standard wurde 
Tetramethylsilan (TMS) verwendet. 

HPLC 

10 Die Bestimmungen des e.e. Werts erfolgten Qber ein HPLC-System von JASCO mit Pumpen 
vom Typ PU-980 und einem UV-Detektor MD 910. Fur die Trennung wurde eine DAICEL 
Chiralpack AD (0.46 cm x 25 cm) SSule verwendet. 

Schmelzpunkte 

15 

Die Schmelzpunkte wurden mit einem MPD 350.BML.5 der Firma GALLENKAMP bestimmt. 
2, Mikrobioloqische Methoden und Materialien 

20 

2. 1 Anzucht der Kulturen 
Bakterienstamme 

25 Tabelle 2 enthait eine Aufstellung der untersuchten Stamme, deren Aufzuchtbedingungen 
und Hinterlegungsnummern. 



Tabelle 2: Wachstumsbedingungen untersuchter Bakterienstamme 



Stamm 


DSM Nummer 


Medium 


Temperatur 


L haloferax volcanii 


5176 


372 


37°C | 


L haloarcula 
vallismortis 


3756 


372 


37°C 
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L. paracasei 


20008 


11 


30°C 


L. paracasei 


20207 


11 


30°C 


L. paracase 


2649 


11 


30°C 


L. acidophilus 


20079 


11 


30°C 


L. brevis 


20054 


^ 


30°C 


L piscicola 


20722 




30°C 


L. halotolerans 


20190 


11 


30°C I 


L confusus 


20196 


11 


30°C 


L acetotolerans 


20749 


231 


30°C 


L. delbrueckii ssp. 
delbrueckii 


20074 


11 


37°C 


T I 11 - 

L. kandlen 


20593 


11 


30°C 


L. fructosus 


20349 


11 


30°C 


L farciminis 


20184 


11 


30°C 


L. gasseri 


20243 


11 


37°C 


L aliment ariu<z 






30°C 


L. jensenii 


20557 




37 8 C 


L curvatus 


20010 




30°C 


L sakei ssp.sakei 


20017 




30°C 


L oris 


4864 




37 8 C 



Stammhaltuna 

Die Stammhaltung erfolgte durch Einfrieren der Zellen in speziellen Gefrieriasungen. Dazu 
5 wurde die Kultur in sterile Zentrifugenbecher OberfOhrt, 30 min bei 8000 rpm und 4°C zentri- 
fugiert und die Oberstehende L6sung abdekantiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Ge- 
frierlfisung aufgeschlemmt, in sterile Vials uberfOhrt und bei -70°C aufbewahrt. Als Gefrier- 
L6sung wurde entweder eine LSsung von 20 Vol.-% DMSO und 0,7Gew.-% NaCI in H 2 0 (Fa. 
Solkner) oder Glycerin mit 5 Vol.-%, H z O (Fa. Weigers) verwendet. 

10 Anzucht der Stamme 

Das Wachstum der Kulturen erfolgte in 1000 ml Erlenmeyerkolben im Trockenschrank bei 
30°C bzw. 37°C Oe nach Bakterienstamm). Zunachst wurde fQr jeden Bakterienstamm je- 
weils 1 Liter des betreffenden sterilen Mediums auf vier Kolben aufgeteilt und mit je 500 pi 
15 der zuvor aufgetauten Zelllosung beimpft. Alle sterilen Arbeitsschritte wurden im Laminarflow 
(Heraeus „Herasafe", Typ HS9) durchgefOhrt. 
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Nach einer Wachstumsphase von 3 bis 1 5 Tagen, je nach Bakterienstamm, wurden die Zel- 
len geerntet. Dazu wurde die Kultur in Zentrifugenbecher uberfuhrt, 20 min bei 8000 rpm und 

5 4°C zentrifugiert und der Oberstand abdekantiert. Zum Waschen wurden die Zellen mit etwa 
40 ml Puffer (50mM Bis-Tris, 0,01 M MgCI 2 , pH = 6) aufgeschlemmt und wiederum 20 min 
zentrifugiert. Der Waschvorgang wurde zweimal durchgefuhrt. Anschliefiend wurden die Zel- 
len erneut mit wenig Puffer aufgeschlemmt, in einem Rundkolben uberfuhrt und schockgefro- 
ren. Dies erfolgte durch Schwenken des Kolbens in einem mit flussigem Stickstoff gefullten 

10 Dewar-Gefaii. Die Gefriertrocknung wurde mit einem Lyophilisator der Firma Braun („Christ 
Alpha 1-4") durchgefOhrt. Die lyophilisierten Zellen wurden in Glasflaschen gefullt und bis zur 
ihrer Verwendung im Ktihlschrank aufbewahrt. 

2.2 Nahrmedien und Sterilisation 

15 

Zur Anzucht der Mikroorganismen wurden die fur die jeweiligen Bakterienstamme empfohle- 
nen Nahrmedien verwendet. Diese wurden vor dem Beimpfen durch Autoklavieren (Vari- 
oklav-Dampfsterilisator, H+P Labortechnik GmbH, MQnchen) bei 121°C und 1 bar Oberdruck 
sterilisiert. 

20 

Medium 11 

Medium 11 wurde als Nahrmedium furfolgende Bakterienstamme verwendet: 
L paracasei, L acidophilus, L brevis, L halotolerans, L, confusus, L farciminis, L gasseri, 
25 L alimentarius, Ljensenii, L delbrueckii, L curvatus, L sakei ssp.sakei, L kandeleri und L 
fructosus. 

In Tabelle 3 ist die Zusammensetzung des Mediums angegeben. Urn eine mOgliche Maillard- 
Reaktion sowie ein Ausfallen der Salze zu verhindern, wurden die Medienbestandteile ge- 
30 trennt sterilisiert und erst nach der Sterilisation vereinigt. Die Maillard-Reaktion tritt auf, wenn 
Verbindungen wie reduzierende Zucker mit Aminosauren bzw. Proteinen reagieren, und ver- 
ursacht eine dunkle FSrbung des Mediums. 

Tabelle 3: Zusammensetzung des Mediums 1 1 

35 



Substanz 


Konzentratlon [g/l] 


Casein Pepton (Fa. Oxoid) 


10,00 


Pepton (Fa. Oxoid) 


10,00 
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Hefeextrakt /Pq Owm^x 

i ici ccAii di\l \i a. vJXOIQ) 


5,00 


Glukn<;p 

wlUIXvOw 


20,00 




2,00 


■ Man luii iduciai 1 nnyordt 


8,00 


Ammnnii imritrat 
r^i 1 11 1 ivji iiui ncurai 


2,00 


MgS0 4 x 7 H 2 0 




MnS0 4 x H z O 


0,05 


Tween 80 


1,00 



Medium 231 



F0r L acetotolerans wurde Medium 231 verwendet, welches sich nur im pH-Wert von Medi- 
um 1 1 unterscheidet. Die in Tabelle 3 angefuhrten Bestandteile wurden bereits vor dem Ste- 
nhsieren vereinigt und der pH auf 5.2 eingestellt. 



Medium 92 



10 Medium 92 wurde fOr L piscicola verwendet. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 4 ange- 
geben. 3 
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Mediums 92 



Substanz 


Konzentration [g/l] 


Sojaextrakt tryptisch aufgeschlossen (Fa. 
Oxoid) 


30,00 


Hefeextrakt (Fa. Oxoid) 


3,00 


Medium 372 




Medium 372 wurde fQr die Stamme Haloferax volcanii und Haloarcula vallismortis verwendet. 


Tabelle 5: Zusammensetzung des Medium 372 


Substanz 


Konzentration [g/l] 


Hefeextrakt (Fa. Oxoid) 


5,00 


Casaminosauren (Fa. Oxoid) 


5,00 


Natriumglutamat (Fa. Oxoid) 


1,00 


KCI 


2,00 


Natriumcitrat 


3,00 


MgS0 4 x 7 H a O 


20,00 


NaCI 


200,00 


FeCI 2 x 4 H 2 0 


0,036 


MnCI 2 x4 H 2 0 


0,00036 
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B. DurchggfOhrte Versuche 



Beispiel 1:Synthese von Substraten und Referenzmaterial 

a) Darstellung von enantiomfiren reinem 2-Hvriroxv.3. P hPnvlp rnp.™ a f 

Ansatz:1 g enantiomerenreines Phenylalanin (6.05 mmol) wird in 12 ml H 2 S0 4 (1M) gelost 
Unter Eiskuhlung werden 1 .66 g (24 mmol) NaN0 2 portionsweise zugegeben. Nach der Zu- 
gabe wird die Kuhlung entfernt und der Ansatz bei Raumtemperatur Ober Nacht weiterge- 
ruhrt. 3 

Aufarbeitung: Die wassrige Losung wird dreimal mit je 4 ml Ethylether extrahiert. die organi- 
sed Phase wird mit gesattigter Kochsalzlflsung gewaschen und die Kochsalzlosung einmal 
m.t Ethylether rOckextrahiert. Die gesammelte organische Phase wird tiber Na 2 S0 4 getrock- 
net und das Losungsmittel mit Rotavapor entfernt. Der gelbe. 6lige ROckstand wird mit 2 ml 
Hexan versetzt und durch Ankratzen mit einem Glasstab zur Kristallisation gebracht Es bil- 
det s.ch ein Niederschlag von weiften Kristallen. Die Kristalle werden dreimal mit etwa 2 ml 
Hexan gewaschen und das restliche Losungsmittel abrotiert. 

Drehwerte (Literatur): (SJ-Phenyllactat: [a]= o 25 = -20,8 (c = 2. H 2 0) 

(RJ-Phenyllactat: [a]= d 25 = +20,9 (c = 2.3 H 2 0) 

b) Darstellung von zac-4-Fli l or-phenvllartat ran.* 

Aiisjlz: 400 mg (2.2 mmol) rac-4-Fluor-pheny.alanin. 670 mg (9,7 mmol) NaN0 2 in 4,8 ml 
H 2 SO (1M). 

Ausbeute: 197 mg (49.0 %), weilie Kristalle 

te^: (360 MHz. CDC 3 ) 6 = 2.97 (1H, dd. J, = 7.2 Hz. J 2 = 14,4 Hz, CH 2 ); 3.17 (1H. dd. 
J, = 3.6 Hz. J 2 = 14.4 Hz, CH 2 ); 4,49 (1H,dd, J, = 3,6 Hz. J 2 = 6.1 Hz, CH-OH); 6.98 - 7 02 
(2H. m. Ar); 7.20 - 7.28 (2H. m, Ar). 

IfQ^NMR: (90 MHz, CDCI 3 ) 6 = 39,2 (CH 2 ); 70.9 (CH-OH); 1 1 5.3 (d. J = 21 .6 Hz Ar-mV 

™^'" J = 21,6 HZ " ^ 131,6 (d> J = 3,6 HZ ' 162 ' 1 < d - J = 24 3.9 Hz. Ar-p); 178,1 
(COOH). 

DC-Daten : LM:EE; R F = 0,35 
Schmelzpunkt : 73°C 



°) Darstellung von fSM-FlM or-ohenvllantat 

Ajj^z: 452 mg (2.5 mmol) (S;-4-Fluor-phenylalanin. 750 mg (10.9 mmol) NaN0 2 in 5.4 ml 
H 2 S04 (1M). 

Ausbeute: 330 mg (72.5 %). weilie Kristalle 
M/44162 
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'H-NMR: siehe rac-4-Fluor-phenyllactat 
t3 C-NMR: siehe rac-4-Fluor-phenyllactat 
DC-Daterr LM:EE, R F = 0,35 
Schmelzpunkt 69°C 

Die Synthese der Verbindungen 

(S)-(+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaue 

(S)-(-)-2-Hydroxy-4-methylpentansaure 

(S)-2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure 

(S)-2-Hydroxy-3-phenylpropansaure 

erfolgte in analoger Weise zu Beispiel 1 ausgehend von den korrespondierenden, kauflich 
erhaltlichen enantiomerenreinen Aminosauren. 



Beispiel 2: Screening nach Racemase-Aktivitat 

Urn einen ersten Anhaltspunkt bezuglich der Racemisierung-Aktivitat der Mikroorganismen 
zu erhalten, wurde untersucht. ob diese eine Racemisierung des (natQrlichen) Substrats (S)- 
Lactat 1 und/oder der (nicht-natOrlichen) Substrate ^-Phenyllactat 2 sowie (SM- 
Fluorphenyllactat 3 zeigen. 

Fur das Screening wurden ca. 10 mg lyophilisierte Zellen in einer Eppendorffiole in 900 ul 
Bis-Tris-Puffer (50 mM Bis-Tris, pH = 6) eine Stunde bei 42'C und 150 rpm rehydratisiert 
Anschheftend erfolgte die Zugabe von je 10 mg Substrat, welches zuvor in 100 /vl Puffer ge- 
lost und mit NaOH auf pH 6-7 eingestellt wurde. Die Ansatze wurden im SchOttelschrank bei 
42 C und 150 rpm inkubiert. Parallel zu jedem Ansatz wurde ein Blindwert gemessen wobei 
idenfsche Reaktionsbedingungen ohne Zusatz von Zellen eingehalten wurden. Da die Kon- 
trollversuche in alien Fallen negativ ausfielen, kann eine spontane Racemisierung bei gege- 
benen Reaktionsbedingungen ausgeschlossen werden. 

Nach ein bzw. zwei Tagen im SchOttelschrank wurden die Eppendorffiolen 5 Minuten lang 
be. 13000 rmp zentrifugiert und anschlieftend je 400 ^ der Oberstehenden LSsung entnom- 
men. Die Losung wurde zweimal mit je 600 fj\ EE ausgeschOttelt. die organischen Phasen 
vere.n,gt, Ober Na 2 S0 4 getrocknet und das Losungsmittel abrotiert. Urn eine Trennung der 
be.den Enantiomere Ober eine chirale Saule zu erreichen, mussten alle untersuchten Verbin- 
dungen derivatisiert werden. Zu diesem Zweck wurde jede Probe mit 500 ^ BF 3 -Methanol 
versetzt, 10 min bei 60X geschOttelt und mit 1 ml CH 2 CI 2 ausgeschOttelt. Die organische 
Phase wurde Ober Na 2 S0 4 getrocknet und auf eine Volumen von ca. 100 fj\ eingeengt. 

Eine Razemsierungs-Reaktion gait als negativ (-), wenn der EnantiomerenOberschuss nach 
2 Tagen > 95% war, EnantiomerenOberschusse < 20% wurden als positiv (+) bewertet. Alle 
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Obrigen erhielten die Bewertung (-). Die Ergebnisse des Screenings sind in Tabelle 6 zu- 
sammengefasst. 



Tabelle 6: Ergebnisse des Aktivitatsscreenings 

* 5 



Mikroorganismus 


DSM 
Nummer 


Substrat 






(S)-2 


(S)-3 


L paracasei 


20008 


+ 


+ 


+ 


L paracasei 


20207 


+ 




+ 


L paracasei 


2649 


- 




+ 


L acidophilus 


20079 


n.b. 


- 


- 


L brevis 


20054 


+ 


- 


- 


L pisctcola (L 
carnis) 


20722 


n.b. 


- 


- 


L halotolerans 


20190 


+ 






L confusus 


20196 








L acetotolerans 


20749 


+ 






L delbrueckii 


20074 


+ 


+ 


+ 


L kandleri 


20593 


n.b. 






L fructosus 


20349 








L farciminis 


20184 








L gasseri 


20243 


n.b. 






L alimentarius 


20249 


+ 






L jensenii 


20557 


+ 






L halofax volcanii 


5176 


n.b. 






L. haloarcula vallis- 
mortis 


3756 


n.b. 







+ = gute Aktivitat - = keine Aktivitat - = maftige Aktivitat n.b. = nicht bestimmt 
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Beispiel 3: Bestimmung der EnantiomerenCiberschusse mit verschledenen Substra- 
ten 

Bei der Bestimmung der Enantiomerenuberschusse wurde wie in Beispiel 2 verfahren. Ledig- 
lich die Menge der eingesetzten Zellen wurde auf 50 mg reduziert. 

a > Versuche mit L-M3-Phenvimilchsaur ft ate Snhcw 

Zunachst wurden 50 mg lyophiliserte Zellen mit 1 ml BisTris-Puffer (50 mM. P H6) versetzt 
und 1 h am Schuttler bei 42X und 1 50 rpm rehydratisiert. Anschlieliend wurden jeweils 5 
mg Substrat geiast in 100 ul Puffer zugesetzt und im Schuttelschrank (30X, 150 rpm) inku- 
b.ert. Alle Proben wurden jeweils nach 24 bzw. 48 Stunden mittels chiralem GC vermessen 
Urn e.ne Trennung der Enantiomere am GC zu erzielen, mussten die Proben derivatisiert 
werden. 

Die Derivatisierung erfolgte mit BF 3 -Methanol (vgl. oben) Oder mit Trifluoressigsaurean- 
hydnd. FUr die Derivatisierung mit Trifluoressigsaureanhydrid wurden 5mg 3- 
Phenylmilchsaure in 500^1 CH 2 CI 2 geiest, mit 5 Tropfen Trifluoressigsaureanhydrid versetzt 
1 m,n be. Raumtemperatur geschuttelt, anschlieliend mit ca. 500^1 H a O versetzt. Die organi-' 
sche Phase wird mit Na 2 S0 4 getrocknet, danach erfolgt die Vermessung am GC auf chiraler 
Saule. 

Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte nach folgenden Formeln: 
e.e. [%]: (R-S)/(R+S) x 100 
Umsatz [%]:R/(R+S) x 100 
Racemisierung [%]: 2R/(R+S) x 100 

Neben dem Stamm Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 20008 konnten die fol- 
genden vier weiteren Stamme mit guter bzw. ausgezeichneter Racemaseaktivitat bezOglich 
L-(-)-3-Phenylmilchsaure gefunden werden 

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 2649 
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DSM 20207 
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii DSM 2649 
Lactobacillus oris DSM 4864 
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Die.Ergebnisse fQr obige Stamme sind in folgender Tabelle 7, aufgeschlQsselt nach Kultivie- 
rungsbedmgungen (Schuttler oder Trockenschrank; Argon oder Luft-Atmosphare) und Kulti- 
vierungsdauer, zusammenfasst. 
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Urn festzustellen, ob die beobachtete Racemase-Aktivitat mit einer Lactat-Racemase- 
Aktivrtat korrelliert, wurde mit den Stammen, die gute bis sehr gute Aktivitat mit L-M-3- 
Phenylmilchsaure zeigten, das natOrliche Substrat L-( + )-Milchsaure umgesetzt. 

5 Es zeigte sich, dass bei der Umsetzung des natQrlichen Substrates L-(+)-Milchsaure 
mit den Stammen DSM 20207, 20074 und 20008 bereits nach 24 Stunden eine 
100%ige Racemisierung zu detektieren war. 

Im Falle des Stammes DSM 2649 konnte kein Umsatz erzielt werden. 
b) Versuche mit verschiedenen weiteren Alkyl-Substraten 
Als Substrate wurden verwendet: 



15 CS;-(+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaure (C 5 H 10 O 3 ) 
CS;-(-)-2-Hydroxyisocapronsaure(C 8 H 12 0 3 ) 



20 



25 



Beide Substrate wurden mit alien Stammen umgesetzt. Es wurde jeweils nach 24 
Stunden und nach 48 Stunden der Racemisierungsgrad mittels GC vermessen. 

Im Falle von fS;-(+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaure zeigt nur der Stamm DSM 20207 
Akt.v.tat. GegenOber dem Substrat fSM0-2-Hydroxyisocapronsaure zeigten insgesamt 
5 Stamme Racemisierungsaktivitat. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 8 und 9 
sammengefasst. 

Tabelle 8: Screening mit fS>(+)-2-Hydroxy-3-methylbutansaure 



izu- 



Stamm 




24 Stund 


en 


48 Stunden 


e.e 
[%] 


Umsatz 
[%] 


Racem. 
[%] 


e.e. 
[%] 


Umsatz 
[%] 


Racem. 
[%] 


DSM 20207 


86 


7 


14 


73 


14 


27 



30 



35 
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Tabelle 9: Screening mit fSM*2-Hyaroxyisocapronsaure 
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Stamm 




OA Cti if* A 


en 


48 Stunden 




e.e 


Umsatz 
r%i 


Racem. 


e.e. 
[%] 


Umsatz 
[%] 


Racpm 

' >QvCI II. 

[%] 


DSM 2649 


88 


6 


12 


75 


12 


25 


DSM 20008 


85 


7 


15 


82 


9 


18 


DSM 20207 


94 


3 


6 


73 


14 


17 


DSM 20074 


94 


3 


6 


93 


4 


7 


DSM 20017 


86 


7 


14 


89 


10 


20 



Zusammenfassend kann gesagt werden, dass wieder die gleichen Stamme Aktivitat 
5 zeigten, die auch gegenuber L-(-)-3-Phenylmilchsaure aktiv waren. 

c) Versuche mit CS;-2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure 

10 fl W Hpfr eWei,S naCh 24 StUnden ^ 48 StUnd6n der Racemisierungsgrad mit- 
10 tels HPLC vermessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengefasst. 

Tabelle 10: Screening mit (S;-2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure 



Stamm 


24 Stunden 


e.e 
[%] 


Umsatz 
[%] 


Racem. 
[%] 


DSM 2649 


6 


47 


94 


DSM 20054 


90 


5 


10 


DSM 20190 


70 


15 


30 


DSM 20008 


25 


38 


75 


DSM 20207 


3 


48 


97 


DSM 20749 


48 


26 


52 



15 
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lm Zusammenhang mit vorliegender Erflndung wurden die folgenden affentlich zugang- 
lichen Mikroorganismenstamme der DSMZ nach den Bestimmungen des Budapester 
Vertrags am 1 1 . Juli 2003 erneut hinterlegt. 



^ DSM-Nummer 


Hinterlegungsnummer 


20207 


DSM 15755 


_ 20074 


DSM 15754 


20017 


DSM 15753 


4864 


DSM 15752 


2649 


DSM 15751 
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1. Verfahren zur mikrobiologischen Isomerisierung von alpha-Hydroxycarbonsauren 
der Formel I 



HO. H 



10 



15 



20 



25 



30 4. 



worm 



R fQr geradkettiges oder verzweigtes Niedrigalkyl oder Niedrigalkenyl oder - 
(CH 2 ) n -Cyc steht, worin n fOr einen ganzzahligen Wert von 0 bis 4 steht und Cyc 
fOr einen gegebenenfalls ein- oder mehrfach substituierten, ein- oder zweikerni- 
gen carbo- oder heterocyclischen Ring steht, 

wobei man ein Substrat, enthaltend im wesentlichen eine erste stereoisomere 
Form einer alpha-Hydroxycarbonsaure der Formel (I), mit Hilfe eines Enzyms mit 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat isomerisiert und gegebenenfalls 
das dabei gebildete Isomerengemisch oder ein gebildetes zweites Stereoisomer 
.sol.ert, oder ein gebildetes zweites Stereoisomer aus dem Reaktionsgleichge- 
wicht entfernt. 

Verfahren nach Anspruch 1. wobei die enzymatische Isomerisierung durch Um- 
setzung des Substrats mit gereinigtem Enzym, einem enzymhaltigen Zellextrakt 
oder ,n Gegenwart ganzer Zellen, welche wenigstens ein Enzym mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das Enzym mit 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat aus Mikroorganismen der Gat- 
tung Lactobacillus oder Lactococcus isolierbar ist. 

Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, wobei die Umsetzung in Gegen- 
wart ganzer Zellen von Mikroorganismen der Gattung Lactobacillus oder Lacto- 
coccus, oder ganzer Zellen eines rekombinanten Mikroorganismus, welche al- 
pha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, erfolgt. 
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o. Verfahren nach Anspruch 4 wobei der Miir mMMM • 

WODe ' aerM,kroor 9anismusausgewahltistunter/- 
paracase/, L delbrueckii, L sakeiund L. oris. 

6. Verfahren nach Anspruch 5 wobei d*»r miu^m. 
5 den <5tiimmon / M.kroorgan.smus ausgewahlt 1st unter 

5 "™" L ParaCaS6/ ° SM 20207 (°SM 15755) und DSM 2649 (DSM 
5751). L delbrueckii DSM20074 (DSM 15754). L sekeiDSM 20017 (DSM 
1 5753 und L oris DSM 4864 (DSM 1 5752). 

Lactat-Raoemase ist. welche wenigstens eine weltere alpha- 
Hydroxycarbonsaure der Formal I iaomerisiert. 

Vertahren nach einem dar vorhergehenden AnsprOche wobei das Enzym wentas 
•ana e,e Vert>indung ausgewah,, unt ar Phenyl, ^uorphenyiial" T 
Hydro^pnenylbunersaura. Z-Hydroxy^athyipantancarbonaL 2- 
Hydroxy-3-methylbuttersaure isomerisiert. 

Screeningverfahren ,0r Mikroorganiamen welche ain Enzym mi, aipha- 
Hydroxycarbonsaure- R aoemase-AK,iv ila , exprimiaren. wobai man ainen M iKro- 
organ, S mua ,n weichem man die Racemase-AkWa. vermute, in Gegenwart d 

~ 8 t enthatend im wesen,,ichen — » Fon^rri 

auf Racemisierung des Substrate untersucht. 

25 10. Screeningverfahren nach Anspruch 9 wohpi m=,„ mi, 

rwi„ *- • rucna, wobei man Mikroorganismen gemafi der 

Defin,t.on ,n e.nem der AnsprQche 4 und 5 screent. 

11. Screeningverfahren nach einem der AnsprOche 9 und 10. wobei man auf soiche 

bo "Tr;r en screent> weiche das im — — ~ 

J " zu 1 bis 100% racemisieren. 

12. alpha-HydroxycarbonsSure-Racemase, erhaithch durch Ku.tivierung eines in ei- 
nem Screeningverfahren nach einem der AnsprOche 9 bis 11 positt a f R ce 
mase-AktiTO 

35 Hydroxycarbonsaure-Racemase aus der Kultur. 

MAW 162 
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13. alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase nach Anspruch 12, welche wenigstens 
erne alpha-Hydroxycarbonsaure der obigen Formel I zu 1 bis 100%, vorzugswei- 
se 20 bis 1 00 %, insbesondere 50 bis 1 00 % racemisiert. 

14. Nukleinsauresequenz, kodierend for wenigstens eine alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase nach Anspruch 12 Oder 13. 

15. Expressionsvektor, enthaltend eine kodierende Nukleinsauresequenz nach An- 
spruch 14 operativ verknupft mit wenigsten einer regulativen Nukleinsaurese- 
quenz. 



16. 



15 



17. 



20 



18. 



25 



19. 



30 20. 



Rekombinanter prokaryotischer oder eukaryotischer Mikroorganismus, enthal- 
tend wenigstens eine Nukleinsauresequenz gemali Anspruch 14 Oder wenigs- 
tens einen Expressionsvektor gemali Anspruch 1 5. 

Verfahren zur Herstellung eines Proteins mit alpha-Hydroxycarbonsaure- 
Racemase-Aktivitat. wobei man einen rekombinanten Mikroorganismus nach 
Anspruch 16 kultiviert und das Protein aus der Kultur isoliert. 

Verfahren zur Isolierung eines Proteins mit alpha-Hydroxycarbonsaure- 
Racemase-Aktivitat. wobei man einen positiv auf Racemase-Aktivitat getesteten 
Mikroorganismus aufschlielit, Zellwandfragmente abtrennt und das Protein mit 
der gewunschten Enzymaktivitat isoliert. 

Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8, wobei man aus dem gebildeten 
Isomerengemisch das gewiinschte Stereoisomer im Wesentlichen entfernt und 
den Rtickstand erneut einer Isomerisierung unterzieht. 

Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8, wobei man das gebildete Isome- 
rengemisch einer chemischen oder enzymatischen stereoselektiven Folgereakti- 
on unterzieht und das anfallende Reaktionsgemisch erneut einer Isomerisierung 
unterzieht. " 
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21 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die Isomerisierungsreaktion 
mit einer chemischen Oder enzymatischen, enantioselektiven Folgereaktion kop- 
pelt, wobei das gewiinschte gebildete Stereoisomer der alpha- 
Hydroxycarbonsaure aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 und 21 , wobei die chemische oder en- 
zymatische, enantioselektive Folgereaktion ausgewahlt ist unter einer Vereste- 
rung und einer Amidierung der alpha-Hydroxycarbonsaure. 



M/44162 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
=6-70S6=Iaidw ggfajJg 



FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERP^ 



rv— ~— PCT/EP2004/006564 

Mikroorganlsmen und ^ 
Zellkulturen GmbH j^^l 



-^^^ATg^^Lg^MRr AT 




1 2 Juni 2004 



EMPPANQ SBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEfit JVr: 



INTERNATIONALEN HINTERLEOUNGSSTHXE 



L KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Void HINTERLEGER zugeteiltes Bczugszeichen: 

DSMNo. 2649 


Vou der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMERj woaicu-B 

DSM 15751 


IL WISSENSCHAFIUCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mh dem untcr L bezeichneten Mikroorganismus wurde 




( ) cine wisscnschaftlichc Beschreibung 
| ( x ) eine vorgeschlagcne taxonomische Bezeichnung 
eingereicht 

(ZutreiTendes ankreuzen). 




HL EINGANG UND ANNAHME 


W ^^r^^ ^ 1 bczcichncten Mikn^rganismus an, dcr b« ihr an, 2003-07-11 . (Datum der Erst. 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der uoter I bezeichnete Mikroorganismus ist bci dicser Intcmationalcn Hinterlesunesstelle am ~* 

ta ^Sg^ Bu^Ve^ (Datum der Erst- 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

M IKROORG ANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift; Maschcroder Wcg lb 

D-38124 Braunschweig 


^Per^ 

Datum: 2003-07-16 


1 Falls Regel 6.4 Buchstabc d zutrifft, ist dies der Zeitpunlct, zu dem der Status e 
Formblatt DSMZ-BP/4 (einzige Seite) 12/2001 


aner internationalen HinterJegungsstelle erworben worden ist ~ 



FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
- &?05 . 6Xudw igshafenb: 



PCT/EP2004/006564 

MiKrooiganismen uno 
Zellkulturen GmbH 



EPO- Munich 



- /3 - 



•f ? Juni 200* 



^jgE^^g^C^ORtOIMA^PEPOgn^ 



-ts sucd-p ufsuant-to-Rulc-TTl-by-the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 
Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSMNo. 2649 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 



DSM 15751 



H. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under I above was accompanied by: 

( ) a scientific description 
( x) a proposed tax on o mi c designation 
(Maik with a cross where applicable). 



Ill RECEIPT AND ACCEPTANCE 
This International 



3& rSS ti ori|naXS^ AUth0rity ***** *" miCr0 ° rfianiHni idcntificd ™ to L which was received by it on 2003-07- 1 1 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority 
for 'SSSSS. C ° DVCrt ° ri8inaI dCP ° S,t " 8 dcposit UDdcr * e **** Trc «y received by 



it on 



(date of original deposit) 
(date of receipt of request 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MDCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg 1 b 
D-38 124 Braunschweig 



Signatures) of person(s) having the power to represent the 
intemauonal Depositary Authority or of authorized ottlcial(s): 

Date: 2003-07-16 



1 Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 12/2001 



FOR DEE ZWECKE VON PATENTV^PAI^ ^ 



PCT/EP2004/006564 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



Mikroorganismen und 
Zelikulturen GmbH 



EPO - Munich 

73 ----- 



1 1 Juni 2004 



■XEBENSFAHlGKErrSBESCHEINIGUNG 
ausgestellt gemfifl Regel 10.2 von dcr unten angegebenen 



LHINTERLEGER 


IL KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Anschrift: 6 ^56 Ludwigshafcn 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15751 
Datum derHinterlegung oder Weiterleitung': 
2003-07-11 


EL LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 


Die Lebensf2hig)ceit des unter II genanntcn Mikroorganismus ist am 2003-07-14 J aenrfift t»*«*w 
Zu diesem Zcitpunkt war dcr Mi&oorganismus J U ' A * geprfift worden * 


(X) 1 lebensflhig 

( y nicht mchr lebcnsfahig 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Masch erode r Wcg lb 

D -3 8 124 Braunschweig 


Unterechri ft(en) dcr zur Vertrctung der interaationalen Hinterlegungsstelle 
bcfugten Person(en) oder des (der) von ifar ermacbtigten BcdienstetS: 

Datum: 2003-07-16 



j^te^ffi^9wd^ nH ~n.mep.n8 odereme Weiterleitung vorgenommen wden ist, Aagabedes Datums der 
; ^wfr™to 8 a^te^ UChStabe " ZiffCT H Und VOT 8 eSetmen F8 "« Angabe der lemen Lebaafahigkeitspruiung. 

Ausfflllen, warn die Angaben beantragt worden siod und wcnn die Ergebnisse der Pruning negativ waren. 

Forniblatt DSM2-BP/9 (einzige Seite) 12/2001 



FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



PCT/EP2004/006564 

Mikroorganismen und ^ 
Zellkulturen GmbH ^fek. 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



£PO - Munich 

1 I Jum 2004 



"VlXBirrnrSTATEMENT- 



issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


JL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: ' BASF AG 

Caii-Bosch-Str. 38 
Addjress: 67056 Ludwigshafen 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15751 
Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-11 


ffl. VIABILITY STATEMENT 


Tte viabiUty of me microorganism identified under II above was tested on 2001-07 14 » 
On that date, the said microorganism was ^uuj-u/-1H 


ixf viable 




( y no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg I b 

D-3 8 1 24 Braunschweig 

• T_ J: *l r- . .... 


Signatures) of person(s) having the power to represent the 
international Depositary Authority or of authorized officials): 

Date: 2003-07-16 



of the transfer); ^ uansier nas oeen made, t 

j Jj ^ e cases rcftrred to in Rule 1 0.2(a) (ii) and (Hi), refer to the most recent viabilitv test 
\ Mark with a cross the applicable box. viaouiry lest. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
Form DSM2-BP/9 (sole page) 12/2001 



t most recent relevant date (date of the new deposit or date 



AKEaKENNWG ^mjre^yN^ON M^ROA^MEN PCT/EP2 ° 04/ °^e Sammlun8 von 

Mikroorganismen und ^ 
Zellkufturen GmbH ^hfc. 



FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



"IN 1 hKN Al lUNALES-FORMBDCIT- 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



67©5<rfcudwigsfia?e: 



^^^*PE^6SBESI^^raUNfi;BEJfRS3!HIhnEERL£QUNG— 



a usgesi c Ji gemarmgel 7H^Vgirdernnt£fl-gfrPCTeKpTTFn- 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTHXE 



ORlG'iNAL 
1 IN ty/i UNCHEN 



L KENNZEICHNUNG DES MKROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 

DSMNo4864 



Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER; 

DSM 15752 



H. WISSENSCHAFILICHE BESCHREEBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMKCHE BEZEICHNUNG 



Mit dcm unter L bezeichnetcn Mikroorganisraus wurdc 



( ) einc wissenschaftliche Beschreibung 

( X) cine vorgcschlagcne taxonomische Bezcichnung 

cingereicht 

(ZutrcfFendes ankreuzen). 



IIL EINGANG UND ANNAHME 



^^ff^^T^ dC ° UDlCrlbC2eichBCten Mik^organismus an, der bei ihr am 2003-07-1 1 (Datum derErst- 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der unter I bezeichnete Mikroorgamsmus ist bei dieser Internationalen Hinterlegungsstelle a 
hintcrlegung) und em An jag auf Umwandlung dieser Erethinterlegung in cine Hinterlegune 
emgegangen (Datum des Eingangs des Antral aufUmwandhmg)? ^cicr.cgung 



gemfifl Budapester Vertrag ist am 



eingegangen (Datum der Erst- 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Maschcroder Wcg lb 
D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Vertretung der internationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigtcn Bemensteten: 

Datum: 2003-07-16 



' Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutrifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dcm der Status einer internationalen Hinterlegungsstelle erworben worden 
Formblatt DSM2-BP/4 (einzige Seite) 12/2001 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



-6^056ztudwrgsBSfeir: 



M«»TO^^ PCT/EP2004/006564 

FOR THE PURPOSES OF PATC^R^g^ ISMS Sb^^S^^" 

Zetlkulturen GmbH " 



iw liiKNATIOhlAJL FORM" = " = " ^^^IWtlfTfefr 

73 



* * iuni 2004 



issued pursuant to Rule 7.1 by the " 

^RNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 
Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSMNo4864 



A ccess ion number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 



DSM 15752 



E SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under 1 above was accompanied by: 

( ) a scientific description 
( x) a proposed taxonomic designation 
(Mark wife a cross where applicable). 



HL RECEIPT AND ACCEPTANCE 
^^^S^^^ accc P* *e microorganism identified under L above, which 

IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



was received by it on 2003-07- 1 1 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on 
V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



(date of original deposit) 
(date of receipt of request 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MKROORGANISMEN UND ZEIXKULTURJEN GmbH 

Address: Mascberodcr Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



International Depositary Authority or of authored ofticial(s): 
Date: 2003-07-16 



f272TZ? ^ ^ " °" *™ of i ntmari0DaJ depositary ^ 

Form DSMZ-BP/4 (sole page) 12/2001 



ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROOROANESMEN PCT/EP2 004/0 0656 4 

FOR DIE ZWECKE VON PATEmVERPAi^ U ^ BMEN MikrSo^Ti^ ur* 

Zellkulturen GmbH 



"^INTERNATlONTttES^FOR^mi: 



BASF AG 
Cari-Bosch-Str, 38 



EPO - Munich 
73 



I 7 Junr2004 



LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIQUNG 
a us^ elltgcn^B Rcgcl 10 .2 vo n der untcn 



JHINTERLEGUM 



L H1NTERUBGER 


EL KENNZEICHNUNG DES MKROORGANISMUS 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Anschrift: 6 7056 Ludwigshafen 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteiltc EINGANGSNUMMER: 

DSM 15752 
Datum der Hinteriegung oder Weiterleitung 1 : 

2003-07-11 



m LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 



^^^ZTm^^mS^' 1 *™*™ 2003-07-14 'geprCftworde, 



(xf lebensiBhig 

( y nicht mehr lebensfBbig 



IV. BEDENGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRCFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 4 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift: MascheroderWeg lb 
D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Vcrtrctung der intemationalen Hinterlegungsstelle 
octugtcn Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 

Datum: 2003-07-16 



S^^^^^^l^^l^ Hinteriegung oder eine Weiterleitung vorgenommen worden 1st. Angabe des Datums der 
Zun^OTto S alkr^e^ ChStabC * **** " ^ *" vor S es< * CIien F811cD Angabe der letzten Lcbeiisfahigkdtsprurung. 



AusfiUlen, wenn die Angaben beaniragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Pruning negativ waren. 
Formblatt DSMZ-BP/9 (einzige Seite) 12/2001 



RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



PCT/EP2004/006564 



Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 



"INTERNATieNAtFeRM^- 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str, 33 



73 

1 £ Juni 2004 



VIABILITY STATEMENT — 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


tt IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Address: 67056 Ludwigshafen 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15752 
Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-11 


UL VIABILITY STATEMENT 


The viability of die microorganism identified under II above was tested on 2003-07- 1 4 2 
On mat date, the said microorganism was 


( x y viable 




( )* no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Wcg 1 b 
D-38124 Braunschweig 


Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 

Date: 2003-07-16 



ofA^a^fa)! 6 ° f 0rigmal dc P° sit or ' whcrc a ncw deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or date 

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative* 



Form DSMZ-BP/9 (sole page) 12/2001 



/ux C ^,^ ^^^^ PCT/EP2004/006564 

FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN Mikroorganismen und 

Zollkulturon GmbH 



-JNTERWATIGNAiES-FeiyvfflfcAT^- 



EPO "Munich 
73 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



) 2 Juni 2004 



INTERNATtONALEN HINTER 



RLEGUNG,- 



igegiUiaiui 



HINTERLEOUNGSSTELLE 



ORIGINAL 
1 1M WiU MCHEN 




Vom HINTERLEGER zugetciltcs Bezugszeichcn: 

DSMNo. 20017 



DSM 15753 



W1SSENSCHAFTUCHE BESCHREIBUNG \ 



UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMKCHE BEZEICHNUNG 
Mit dcm unter L bezcichnctcn Mikroorganismus wurde 

( ) cine wissenschaftliche Bcschrcibung 
( x ) "ncvorgeschlagcnctaxonomischcBczeichnung 

cingereichL 

(Zutrcffendes anJcreuzen). 




uSZ&^SSgT^ »"»»'«»«» »n«er I beseicbneten Mikroo^i^ „, ^ 



beiibxsm 2003-07-11 (Datum der Erst- 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Hmterlegung gemSB Budapester Vertrag 1st am CmgCgangen (Datum dcr 



Anschrift: Mascberoder Weg J b 

D-38124 Braunschweig 



b^^^lt^^^ ^ internationalen Hinterlegungsstelle 
netugten Person(cn) oder dcs (der) von ihr ermachtigten Bedienltetlm 

Datum: 2003-07-16 
ciner intemationalen Hraterlegungsstelle erworben woidenist" 




BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
-67056-Ludwigsfaafen- 



FOR THE PURPOSES OF PAT^PROCTOUrS^^ 15 



PCT/EP2004/006564 



Mikroorganismen und 
ZeJlkuIturen GmbH 



-INXERNATTOfJ A I EQRM 



EPO - Munich 

— £3 



' * Juni 2004 



, jggpT Pj THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 

NATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSM No. 20017 



A ccess ion number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15753 



H SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by: 

( ) a scientific description 
( X ) a proposed taxonomic designation 
(Mark with a cross where applicable). 



HL RECEIPT AND ACCEPTANCE 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority „ 
forVonSn)! ^ dCP ° Sit * * dBp0Bh Undcr * e Buda P« Jt Trcat y was received by it 



on 
on 



(date of original deposit) 
(date of receipt of request 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MDCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg 1 b 

D-38124 Braunschweig 



Signatures) of person(s) having the power to represent the 
international Depositary Authority or of authorized official(s): 



Date: 2003-07-16 

1 Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 12/2001 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



/v,^^^,^,^^ ^ 4v ^ PCT/EP2004/006564 

FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERPAHREN Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH 



JNIERNAIIQfclALESJEQRMBlAriL 



12 



TraroSF^GKElT^ESCmimGtJNG 



LHINTERLEGER 



Name: 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
Anschrift: 670 56 Ludwigshafen 



BH LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 



IL KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 

Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugcteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15753 

Datum dcr Hioterlegung oder Weitcrleitung 1 : 

2003-07-11 



1 gepruft worden. 



Die Lcbcnafihigkcit des unter H genannten Mikroorganismus ist am 2003-07- 1 4 
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus J 

(Xf lebensfahig 

( y nicht mehr lebensfShig 



IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN ]ST 



. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MDCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



l^md^rifiCen) der zur Vertretung der internationaleu Hinterfegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigtcn BcdicJtcilm 



Datum: 2003-07-16 



jSS^^ oder einc Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums der 

tSSS^^S^t^ B " UDd Ui VOrgCSChcnCD ™ ]c * ^ Lebensrahigkcitsprurung. 

Ausrullen, wcnn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Priifung negativ waren. 

Formblatt DSMZ-BP/9 (einzige Seitc) 12/2001 



RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



PCT7EP2004/006564 



Mikroorganlsmen und 
Zatlkulturen GmbH 



-INTERNATIONAIs-FOR 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 



M Juni2Dlft 



VIABILITY STATEMENT 

issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


H. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Address: 67056 Ludwigshafen 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15753 
Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-11 


ffl. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under II above was tested on 200^-07- 1 4 2 
On that date, the said microorganism was VJ U ' A ^ 


( x ) 3 viable 




( )* no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED* 


r 


V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MQCROOROANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Signature^) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized officials): 

Date: 2003-07-16 



oflhe 3 ^^^ ° f ° riginal dCpOSit ° r ' Whcre a ncw deposit or a transfcr has bccn rao « recent relevant date (date of the new deposit or date 

J In the cases referred to in Rule 1 0.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test 
4 Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 

Form DSMZ-BP/9 (sole page) 12/2001 



ANKKKbNNUNU DEK H1NTERLEGUNG VON MKROOUnANTCxxirv PCT/EP 2004/006564 

Zellkulturen GmbH 



-J^^^RNATIONALES^RMBI 3 AT^- 



EPO - Munich 

23 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
7056"fcudwip shafen~ 



* Juni20Q4 



HINTERLEGUNGSSTELLE 



1 Falls Regel 6.4 Buchstabc d zutrifft, ist dies dcr Zeitpunkt, zudcmdex Status 
Formblatt DSMZ-BP/4 (cinzige Scitc) 12/2001 



Datum; 2003-07-16 
eincr inteniationalen Hintcrlcgungsstcllc crworben wordcn ist 



ORIGINAL 1 
IN mONCHEN J 




PCT/EP2004/006564 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE Mikroorganismen und ^ 

Zetlkufturen GmbH 



" — INTERNATIONAL-FORM EPO Mln.Lu 

BASF AG . 73 

Cari-Bosch-Stri 38 M Atf » 

-6^056^adwi pshafen " .. - . j =-^-= — — RECEIPT IN the case of an orioinai . n^ppcry 

■ is sued^ iasuanao^UUgJ^b ^hvi -r 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



identified at the bottom of this page 



L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSM No. 20074 



A ccess ion number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15754 



IL SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under L above was accompanied by: 



( ) a scientific description 
( x ) & proposed taxonomic designation 
(Mark with a cross where applicable). 



m. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



^^^l^^ 0 ^^ 13 thCraiCr0 ° rganiSm identified under L above, which was received by it on 2003-07-11 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority 
fofcwSa^ti) ° riginal dCp08it to a dcposit under ue Budapest Treaty was received by it 



on 
on 



(date of original deposit) 
(date of receipt of request 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Address: Mascheroder Weg lb 

D-38124 Braunschweig 



Signatures) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized officials): 



Date: 2003-07-16 



' Whexe Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSM2-BP/4 (sole page) 1 2/2001 



A ^^^S^SS^iSS§^^^^ VON MKROORGANISMhN PCT/EP2 004/006564 

FOR DDE 2WECKE VON PATENTVERFAHREN Mikroorganismen und ^ 

Zellkulturen GmbH ^fl^ 

— 1 : INTERNATIONAtES^ORMBLATT 



BASF AG 73 
Carl-Bosch-Str. 38 ^ JUT\\ 2004 

= r 67Q56~feiidwiprshaf en~ — — ^~ 



LEBENSFAJUOK^ITSBKClffl^lGONGr 
ausgestellt gemafl Rcgcl 10.2 von dcr iinteri antteaebc 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTCLLE 



jebeocn 



L HINTERLEGER 


a KENNZEICHNUNG DES MDCROORGANISMUS 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Anschrift: 67 °56 Ludwigshafen 


Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15754 
Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung': 

2003-07-11 


m. lebensfAhigkettsbescheinigung 


^^^^^^^ mttV ^ *- 2003-07-14 ' gep.uftwon.en. 


(X) 1 lebensfjihig 

( f nicht mchr lebensOhig 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 





Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift: Maschcrodcr Wcg 1 b 

D-38124 Braunschweig 



Unterechrift(en) der zur Vcrtrctung der internaiionalen Hinterlegungsstelle 
befiigten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 



Datum: 2003-07-16 



jStar^^S^ir H^Kgung ode, cine Weherteiang vorgenonunen worden is, Aagabe d= s Datu™ to 
Zu^cnto g al^u2^ ChStabC * " ^ vorgcschcncn FaIIcn Angabe der lctzxen Ubenslahigkeitspriimng. 
Ausrullen, wenn die Angaben bcantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Prflfung negativ warcn. 
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Zellkulturen GmbH 



-INTERNATIONAfc-FORM- 



BASF AG 
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VIABILITY STATEMENT 

is sued pursuant to Rule 1 0.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


JL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: BASF AG 

I Carl-Bosch-Str. 38 

Address: 67056 Ludwigshafen 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15754 
Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-11 


m. VIABILITY STATEMENT 


3w ?if ^.? ic « >0 Tganism identified under H above was tested on 2003-07- 1 4 2 
On that date, the said microorganism was u/ i«f 


(x? viable 




( f no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSM2-DETJTSCHE SAMMLUNG VON 

MDCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Signature^) ^of person(s) having the power to represent the 
international Depositary Authority or of authorized official(s)- 

Date: 2003-07-16 



of thctainsfer) ^ 1,l, H wau u, » wire™. » " cw ucposu or a rransier nas been made, t 

' £,2? S!?."^^ 10 in 5 U, ? 1 , °^ <"> 811(1 C»Q, refcr 10 * c ™« recent viability test 
4 Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
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t recent relevant date (date of the new deposit or date 



FOR DDE ZWECKE VON PATEtt&ggS^™*"™ Mikroorgaaismen und 

Zellkulturen GmbH 



JMCTERNATIQNALESJEQRMBLATIL 



-7^ 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
;^^650S6-I^dwigshafen= 



* * Juni 200* 



EMPFANGSBESTATIGUNGBEl ERSTHINTER LEGt Jhin 
auf.iN*f rife CT ^ tfR11 ^JfL±W!njl^ai — " ~~ " - 



i : ; L~ ——^ r> iU.U 


L KENN2EICHNUNG DES MDCROORGANISMUS 


■ TV * !— — 


Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 

DSM No. 20207 


Von der INTERN ATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteiltc EINGANGSNUMMER: ^ 

DSM 15755 


1 WISSENSCHAFTUCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG "H 


Mit dcm untcr I. bezcichnetcn Mikroorganismus wurde 




( ) eine wissenschaftliche Beschreibung 

( X ) eine vorgeschlagene taxoaomische Bezeichnung 

eingereicht 

(Zutrcff cedes ankreuzen). 




IIL EINGANG UND ANNAHME ~~ \ 



SSttE^^ 2003-07.11 (Datum der Erst- 

IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



h^t^I^ ? . Mikroorganismus ut bei dieser Interaationalen HmterlcgungssteUe am 
h nterlcgung) iund ein Anfrag auf Umwandlung diescr Erstfaintcrlegung in cine Hm^CKunlTc 
cingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandhing) mnieriegung sC 



ra^cmaB Budapest* Vertrag ist am efa *» M *»" < Datum der E ^ 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mascheroder Weg 1 b 
D-38124 Braunschweig 



hSSH!^^Sit^[ Vertreftiog der intcmatiooalen Hinterlegungss telle 
befugten Person(en) oder des (der) von ibr ermachtigten Bcdienltete^ 



Datum: 2003-07-16 



' Falk Regel 6.4 Buchstabe d zutrifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dera der Status eiocr internationalen Hinterlegungsstelle erworben „ordc„ M 
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Zellkulturen GmbH jJ^ 



; ■ — "'^wiatjqmaIlEqri^l \ — — EBCUj\4 yF , 

BASF AG 7 3 
Carl-Bosch-Str. 38 ^ 2004 



RATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



i IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 
Identification reference given by the DEPOSITOR: 

DSM No. 20207 



A ccess ion number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15755 



n. SCIENTIFIC DE SCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 

Hie microorganism identified under L above was accompanied by: 

( ) a scientific description 
( x ) a proposed taxonomic designation 
(Mark with a cross where applicable). 



HL RECEIPT AND ACCEPTANCE 

1^X£$£$^ MX * * c microorganism identified under L above, which was received by it 

IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 




on 2003-07-11 



Tht microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority 
te ^^Sta* * C dCpOSk * a d *° sit Treaty was received by it 



on 
on 



(date of original deposit) 
(date of receipt of request 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



NamC: P/M^EUTSCHE SAMMLUNG VON 

MKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



?j^ t, if C(s) i < ^P CrS ? n(s) havin « tte P° wcr to represent the 
International Depositary Authority of of authored officials): 



Date: 2003-07-16 




PCT/EP2004/006564 



BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
5105j6Xudwi gshafen_ 



Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 



JMEWtfATIQfclALESJEQRMaiAriL 



I * Jun/ 2004 



tEBENSFSHIOKEITSBESCMElNIOXJNO 



LHINTBRLEGER 

BASF AG 
Carl-Bosch-Str. 38 
Anschrift: 67 «>56 Ludwigshafen 



ffl. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 



H KENNZEICHNUNG DES MDCROORGANISMUS 

Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EtNGANGSNUMMER: 

DSM 15755 

Datum der Hintcrlcgung oder Weiterleitung 1 : 
2003-07-11 



Die Lcbcnsfihigkcit des untcr n genannten Mikroorganismus ist am 20ftt (Y7 1 A 2 _ , A 

Zu diescm Zcitpunkt war der Mi&oorganismus ZUU3-U/-14 gepruft wordoL 

(x) 5 lebeasffihig 

( y nicht mehr lebensfahig 



IV. BEDINCUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFOh* 



•T WORD EN 1ST* 




Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschritt: Mascheroder Weg lb 
D-3 8 1 24 Braunschweig 



J5^ Ch ? ft(en) / dc J ™*I v «*«w«g internationalen Hinterlegunesstelle 
betugten Person(cn) oder des (der) von ihr ermfichrigten bSSSSSk^ 



Datum: 2003-07-16 



ttfiSSSSSSgSX, 1SSSSST HintCr,CgUn8 WeiterleiWD8 - worden is, Angabe des Datums der 

! Z»«ff«te 8 a^u^ ChStabe " 8 mi Hi ^ehene, Fallen Angabe der letzten Lebensfihigkeitsprufung. 

AusfiUIen, wenn die Angaben beantmgt worden sind und wenn die Ergebnisse der Priifimg negativ waren. 
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VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


IL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: BASF AG 

Carl-Bosch-Str. 38 
Address: 67056 Ludwigshafen 


Accession number given by the 
. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15755 
Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-11 


ffl. VIABILITY STATEMENT 



The viability of the microorganism identified under II above was tested on 2003-07- 1 4 
On that date, the said microorganism was 



( x y viable 

( y no longer viable 



IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Signature(s) of person (s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized ofDcial(s): 


Address: Mascheroder Wcg lb 
D-3 8 1 24 Braunschweig 


Daw: 2003-07-16 



Indicate the date of original deposit or. where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or date 
of the transfer). 

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (Hi), refer to the most recent viability test 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 




^ D 9, LA | SIF1C *i;'ON OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12P7/42 C12P41/00 
C12N15/52 C12N15/11 



Interalional Application No 



pcm 



C12N1/20 
C12N15/74 



C12N15/01 



P 2004/006 564 
C12N9/90 




Documentation searched other than minimum documentation to the 



extent that such documents are included in the fields searched 



EPO-Internal , BIOSIS, EMBASE , CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ 



SILVIA M. GLUCK ET AL.: "Lactate Racemase 
as a Versatile Tool for the Racem1zat1on 
of Alpha-Hydroxycarboxyllc Acids'* 
CHEMICKE LISTY, 

vol. 97, no. 6, l June 2003 (2003-06-01) 
page 363, XP002301107 ' 
PRAHA, CZ 
Abstract P121 

SCHNELL, BARBARA ET AL: "Enzymatic 
racemization and Its application to 
synthetic biotransformations" 
ADVANCED SYNTHESIS & CATALYSIS , 345(6+7) 
653-666 CODEN: ASCAF7; ISSN: 16i5-4150, 
13 June 2003 (2003-06-13), XP002301108 
Kapitel 1( Introduction) und 2 
(Alpha-Hydroxy Carbonyl Derivatives) 



-/-- 



PT| Further documents are listed in the continuation of box C. 

Special categories of cited documents : 

•A' document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

E ' e ^| r ^ UTOnlbu! P uWtetedonor a«erihe International 

L " ^.^whfch may throw oV)ubts on priority claim(s)or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

P " ^"SS 1 Pi£ llsr ? e <? P*™ «<> 'he international filing date but 
later than the priority date claimed 



1-22 



1-6 



7-22 



18 October 2004 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, p.b. 581B Patemiaan 2 
NL - 2280 HV Rqswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl 
Fax (+31 -70) 340-3016 



|X ] Pate n ! family members are listed In annex. 

^n^^n^ P ub " sn ^ international filing date 

or priority date and not in conflict with the application but 

SSitteU rSta " d the pr,nciple or tneorv underlying the 

' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an mvenlrve step when the document is taken alone 

' ^^^^^l? 1 ^^ the claimed invention 
cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other s^chdocu" 
intheart 1 comb,na,ion Mn 9 obvious to a person skilled 
document member of the same patent family 



05/11/2004 

Authorized officer 



Dopfer, K-P 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intentional Application No 
CWb 




Relevant lo claim No. 



LIU S -Q: "Practical Implications of 
lactate and pyruvate metabolism by lactic 
acid bacteria in food and beverage 
fermentations." 
INTERNATIONAL JOURNAL OF FOOD 
MICROBIOLOGY, 

vol. 83, no. 2, 15 June 2003 (2003-06-15) 
pages 115-131, XP002301109 
ISSN: 0168-1605 

page 118, paragraph 2.2 - page 119 
left-hand column, line 11 

STRAUSS U T ET AL: "Deracemlzation of 

(+-)-mandel1c add using a 

1 1pase-mandelate racemase two-enzyme 

system" 

TETRAHEDRON ASYMMETRY 1999 UNITED KINGDOM 

xMlM 21 ' 19 "' Pa96S 4 ° 79 - 4081 ' ' 
ISSN: 0957-4166 
the whole document 



1-6 



1,2,12, 
13,19-22 



FELFER ULFRIED ET AL: "Substrate spectrum 

of mandelate racemase. Part 2. 

( Hetero)-aryl -subst 1 tuted mandel ate 

derivatives and modulation of activity" 

JOURNAL OF MOLECULAR CATALYSIS B 

ENZYMATIC, 

vol. 15, no. 4-6, 

1 November 2001 (2001-11-01), pages 

213-222, XP002301111 

ISSN: 1381-1177 

cited in the application 

the whole document 

SCHAFER SUSAN L ET AL: ""Mechanism of the 
reaction catalyzed by mandelate racemase: 
Structure and mechanistic properties of 
the D270N mutant" 
BIOCHEMISTRY, 

XP00230ill2" 1996 ' Pa9eS 5662-5669 ' 

ISSN: 0006-2960 

cited 1n the application 

the whole document 

-/-- 
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1,2,9-18 



Forni PCT/ISA/Sio (continuation ol second shea) (January 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C.(Contlnuatten) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT* 



Intentional Application No 

PCWEP2004/006564 



Ci,alion * document, with Indicalion. where appropriate, of the relevant passages 

GARCIA-VILOCA M ET AL: "A QM/MM study of 
the racemlzatlon of vinyl glycol ate 
catalyzed by mandelate racemase enzyme " 

ff U ?K L oXE ™ E AMERICAN CHEMICAL SOCIETY. 
31 JAN 2001, 

vol. 123, no. 4, 

31 January 2001 (2001-01-31), pages 
709-721, XP002301113 
ISSN: 0002-7863 
the whole document 



RONGSHI LI ET AL.: "Racemlzatlon of 

Vinyl glycol ate by Mandelates Racemase" 

JOURNAL OF ORGANIC CHEMISTRY 

vol. 60, no. 11, 1995, XP002301114 

cited 1n the application 

the whole document 



EP 0 596 466 A (TANABE SEIYAKU CO) 
11 May 1994 (1994-05-11) 
the whole document 



Relevant to claim No. 

1-22 



1,2,12 
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deformation on patent family members 



International Application No 

P(*PkP2004/006564 



Patent document 
cited In search report 



Publication 
date 



EP 0596466 



Patent family 
member(s) 



11-05-1994 



Publication 
date 



JP 
EP 
US 



6141888 A 
0596466 A2 
5441888 A 



24-05-1994 
11-05-1994 
15-08-1995 



Pcnn PCT/JSA/210 (potent famty erniex) (January 2004) 



w 



••« . w. .i»M„o.Wi.th KtohbrtCHbNBERICHT 



inten^jonatee Aktenzeiclran 

PCWEP2004/006564 



£;ffjl/20 C12N15/01 C12N9/90 



/i?SJ5 /52 / C12N15/11 C12N15/74 
//(C12P7/42,C12R1:225) U1 ^ lt>/74 



| « veronenllichunger,. sowelt diese unler die recherchterten GeWete (a |,en " 



! wahtend det internaiionalen Recherche konsultierle eteWronische Daienh^nw ,m T ■ . 

EPO-Intemal RTfKTC r« D ,cr ^^'^'MNarhederDa.enbanK undew,. verwande.e Suchbegtffe- 

Internal, BIOSIS, EMBASE , CHEM ABS Data, WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTEPI **c» 



Kalegorie' 



Bezelchnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich 



unier Angabe der in Betracht kommenden Teile 



SILVIA M. GLOCK ET AL • «i . D 

ClS E MC P K h E"^T r Y 0XyCarbOX) '' ,CAC1<lS - 

SJitTi^-xfe^oJS) 2009 < 20 ° 3 -°*-°». 

PRAHA, CZ 
Abstract P121 



SCHNELL, BARBARA ET AL: "Enzymatic 
racemization and Us application to 
iffliSSl c b1ot ^nsformat?Sns- t0 
ADVANCEO SYNTHESIS 4 CATALYSIS ?atf#u.7\ 
653-666 CODEN: ASCAF7; ISSnT leis-ilst >' 
13. Jun1 2003 (2003-06-13) XP0023011OR 
Kapltel Introduction) una 2 002301108 
(Alpna-Hydroxy Carbonyl Derivatives) 



-/- 



vonFeldCzu 



Betr. Anspruch Nr. 

1-22 



1-6 



7-22 




. P . ™^uioarn anzusehen ist 

soli oder die aus einem i aSSJ^ i V«rt«entHchung belegt werden 
■ ausgetuhrt) aiKtewn besonderen Grurio* angegSbentet (wte 

Datum das Abschlusses der InternalionaJen Recherche 



18. Oktober 2004 

| Name und PostenschrW der Intemaflonalen Recherchenbehftrde' 

^zSSmSsss^ PB - 58,8 pa,en,iaan 2 

Fomfetott PCT/lSAf2iO (Blatl 2) {Januar 2004) 



Ver6te "'»°h""g, dteMttgliedderselben Patenriamite 1st 



05/11/2004 

Bevottmaehllgier Bediensteter 

Dopfer, K-p 
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LIU S -Q: "Practical Implications of 
lactate and pyruvate metabolism by lactic 
acid bacteria in food and beveraae 
fermentations." 
INTERNATIONAL JOURNAL OF FOOD 
MICROBIOLOGY, 

Bd. 83, Nr. 2, 15. Jun1 2003 (2003-06-15) 
Selten 115-131, XP002301109 
ISSN: 0168-1605 

Selte 118 Absatz 2.2 - Selte 119, llnke 
Spalte, Zelle 11 

STRAUSS U T ET AL: "Deracemlzation of 
(+-)-mandel1c add using a 

lipase-mandelate racemase two-enzyme 
system" 

TETRAHEDRON ASYMMETRY 1999 UNITED KINGDOM 

x B ?6o2?6ino 21 ' 19 "' se1ten 4079 - 4081 ' ' 

ISSN: 0957-4166 
das ganze Dokument 

FELFER ULFRIED ET AL: "Substrate spectrum 
of mandelate racemase. Part 2. 
(Hetero)-aryl -substl tuted mandel ate 
derivatives and modulation of activity" 
ENZYMATIC^ M0LECULAR CATAL YSIS B 
Bd. 15, Nr. 4-6, 

1. November 2001 (2001-11-01), Selten 

213-222, XP002301111 

ISSN: 1381-1177 

1n der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 



SCHAFER SUSAN L ET AL: "Mechanism of the 
reaction catalyzed by mandelate racemase- 
Structure and mechanistic properties of 
the D270N mutant" 
BIOCHEMISTRY, 

SraabSi 18, 1996, Se1ten 5662 - 5669 ' 

ISSN: 0006-2960 

1n der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 
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Internationales Aktenzeichen 

P(^kP2004/006564 
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Kategorie 0 



Bezeichnung der Veroffentlichung, so we II erforderlich unler Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



GARCIA-VILOCA M ET AL: "A QM/MM study of 
the racemlzatlon of vinyl glycol ate 
catalyzed by mandelate racemase enzyme." 
JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY 
31 JAN 2001, 
Bd. 123, Nr. 4, 

31. Januar 2001 (2001-01-31), Selten 
709-721, XP002301113 
ISSN: 0002-7863 
das ganze Dokument 
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R0NGSHI LI ET AL.: "Racemlzatlon of 
Vlnylglycolate by Mandelates Racemase' 
JOURNAL OF ORGANIC CHEMISTRY, 
Bd. 60, Nr. 11, 1995, XP002301114 
1n der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 



1,2,12 



EP 0 596 466 A (TANABE SEIYAKU CO) 
11. Ma1 1994 (1994-05-11) 
das ganze Dokument 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 
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